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Uber Vergiftungserscheinungen an Amylasen. 


Urban Olsson. 
2. Mitteilung. 


Mit 10 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. September 1921). 


Die hier mitzuteilenden Versuche schlieBen sich unmittel- 
bar an die vorhergehende Mitteilung iiber das gleiche Thema an. 

Die Starke- und Malzamylaselésungen sind in der gleichen 
Weise wie friher hergestellt, die gleichen Versuchsanordnungen 
angewandt worden und die Reaktionskonstanten nach der ge- 
wobnlichen monomolekularen Formel wie dort berechnet. 

Da die Untersuchungen noch nicht abgeschlossen sind, 
erachte ich es zurzeit nicht nétig, auf die ialteren Angaben 
iber Vergiftung der Amylasen hier naher einzugehen, sondern 
teile nur die von mir bisher gewonnenen Resultate in aller 
Kiirze mit. 


A. Versuche an Malzamylase. 


I. Vergiftung der Malzamylase durch Jod. 


Als Ziel der Vergiftungsversuche an Enzymen schwebt uns 
ein naheres Kindringen in die Konstitution des Enzymmolekiils 
vor, und es schien mir daher geeignet zu sein, Jod als Ver- 
giftungsmittel anzuwenden, da dieser Stoff in der organischen 
Chemie uns gewisse Aufschliisse in Konstitutionsfragen gibt, 
besonders hinsichtlich des Vorkommens von Doppelbindungen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVII. 7 
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Versuchsrethe 1. 


50 ccm 0,1 normal!) Jodlésung wurden bis zu 500 cem 
verdiinnt, 5 ccm dieser Lésung wurden bis zu 250 ccm und 
hiervon 5ccm bis zu 100 ccm verdiinnt. Von dieser Lisung 
wurden 5 ccm zu einem Kolben zugesetzt, der vorher 25 ccm 
0,29 normal Natriumacetatlésung (py = 5,12), 10 com Enzym- 
lésung H (Trockensubstanz 0,72 mg per ccm) und 10 ccm 
Wasser, alles von der Temperatur 37°, enthielten. Die Kon- 
zentration der Jodlésung im Giftkolben war somit 1-10~® normal. 
Nach einer Einwirkungsdauer von 10 und 80 Minuten und 
21 Stunden wurden Proben yon 10 ccm genommen und den 
Reaktionskolben zugefiihrt, die vorher 50 ccm 2 °/,ige Stirke- 
lésung, 13 ccm derselben Acetatlisung wie oben und 7 ccm 
Wasser, alles von der Temperatur 37°, enthielten. Nach 7, 
15, 30, 45 und 60 Minuten und 2 Stunden wurden Proben 
von 10 ccm genommen. Parallelversuch mit Wasser statt 
Giftes in dem ,.Gift“kolben. Die Proben wurden, um die 
Reaktion abzubrechen, in Fehlingsche Lésung einpipettiert. 
Der erhaltene Zucker wurde nach Bertrand als Maltose be- 
stimmt. Die Reaktionskonstanten wurden nach der Formel 


- 1 
K = — log 


berechnet, da wir diese als eine vorlaufige anwenden kénnen, 
bis der Mechanismus des Stirkeabbaues niher bekannt ge- 
worden ist.”) Von der Zuckermenge abgesehen, die wihrend 
der langsam verlaufenden Nachverzuckerung gebildet wird, 
habe ich bei den von mir bei diesen Untersuchungen an- 
gewandten Stirkelésungen a = 87,5 gefunden, da, wie hier, 
das totale Fliissigkeitsvolumen im Reaktionskolben 80 ccm war. 


a 
i & 





Nr. der Einwirkungs- Rel. Reakt.- 
Beilage dauer K 10° Geschw. 

2 10 Minuten 13 52 

3 ee 11 44 

4 21 Stunden 10 40 





') Die Konzentrationen sind als molekularnormal angegeben. 
2) Von der Maltasewirkung konnte hier und bei den Speichel. 
versuchen abgesehen werden. , 
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Beim Parallelversuche ohne Gift war X- 10° = 25 (Beilage 1), 
und wenn wir diese Reaktionsgeschwindigkeit mit 100 bezeichnen, 
erhalten wir die obenstehenden Reaktionsgeschwindigkeiten. 

In einer Jodlésung der Konzentration 1-10~® normal im 
Giftkolben haben also bei 37° 10 ccm Malzamylase H (Trocken- 
substanz 0,72 mg pro ccm) nach einer Kinwirkungsdauer von 10 
und 80 Minuten und 21 Stunden 48 bzw. 56 und 60°/, ihrer 
urspriinglichen Aktivitat verloren. Da wihrend der ausgedehnten 
Kinwirkungsdauer die Vermehrung der Giftwirkung nur 12 °/, be- 
trigt, hat vielleicht KJ der Jodlésung freies Jod geliefe:t, somit 
wir hier mit einer fast momentanen Vergiftung zu rechnen haben. 

Da man sich vorstellen kénnte, daB KJ der Jodlésung 
diese Vergiitung bewirkt hatte, wurde folgender Vergiftungs- 
versuch mit Jodkalium ausgefiihrt. 


Vergiftungsversuch mit Jodkalium. 


Versuchsrethe 2. 


0,25 g KJ wurden in destilliertem Wasser auf 250 ccm 
selist. Von dieser Lésung wurden 5 ccm dem Giftkolben, der 
dieselbe Lésung wie im Jodversuche enthielt, zugefiihrt, und 
dann wurde wie dort verfahren. Auch hier wurde Enzym- 
lésung H angewendet. Nach 10 Minuten und 2 Stunden Proben 
auf 10 cem fiir die Reaktionskolben. 


Nr. der Einwirkungs- K-10 Rel. Reakt.- 
Beilage dauer Geschw. 
6 10 Minuten 21 88 
7 2 Stunden 19 79 


Beim Parallelversuch ohne Gift war A-10* = 24 (Bei- 
lage 5). Obgleich das Jodkalium im Giftkolben in der Kon- 
zentration 6,02-10—* normal vorkam (d.h. in 301 mal starkerer 
Konzentration als das Jodkalium in der vorhergehenden Ver- 
suchsreihe) war in entsprechender Zeit (10 Minuten) die Akti- 
vitit des Enzyms bei dem KJ-Versuche mit nur 12°/, gegen 
48°), bei dem Jodversuch vermindert, und doch hatte wahr- 
scheinlich die relativ starke'KJ-Lésung selbst etwas freies Jod 


abgegeben. Die starke Vergiftungswirkung der Jodlésung in 
q* 











94 Urban Olsson, 


der Versuchsreihe 1 miissen wir daher ganz und gar dem 
freien Jod zuschreiben. 

Ks war mir von Interesse, zu untersuchen, ob es méglich 
sei, das Enzym von dem aufgenommenen Jod zu befreien und 
dadurch ganz oder teilweise dem Enzym seine urspriingliche 
Aktivitit wiederzugeben. Als Regenerationsmittel habe ich 
versucht, Natriumthiosulfat und Anilin zu verwenden. 


Versuch, das Enzym mittels Natriumthiosulfats nach 
Jodvergiftung zu regenerieren. 


50 com 0,1 normal Jodlésung wurden bis zu 500 ccm und 
hiervon 25 ccm bis zu 250 verdiinnt. Von dieser Lisung 
wurden 5 ccm zu dem Giftkolben wie in der Versuchsreihe | 
zugesetzt. Das Enzym H angewendet. Die Konzentration 
der Jodlésung im Giftkolben war also 1-10~* normal, eine 
Konzentration von Jod, welche in einem Vorversuche sich einer 
beinahe vollstindigen Vergiftung des Enzyms fihig gezeigt 
hatte. Nach 10 Minuten wurden dem Giftkolben 0,5 ccm 
0,1 normal Thiosulfatlésung zugefiihrt. Die Konzentration des 
Thiosulfats im Giftkolben war also beinahe 1- 107% normal 
und die Jodlésung folglich mit Thiosulfat iibersittigt. Nach 
10 und 80 Minuten sowie nach 21 Stunden Proben auf 10 ccm 
fiir die Reaktionskolben. Nach Verlauf gewisser Zeitperioden 
wurden Proben fiir Bestimmung des Zuckers herausgenommen, 
welche zeigten, daB das Enzym nach allen drei Reaktions- 
zeiten noch immer beinahe total vergiftet war. Das Enzym 
mit Thiosulfat zu regenerieren, scheint also unméglich zu sein. 
Da jedoch das Thiosulfat selbst méglicherweise das Enzym 
hatte vergiften kénnen, wurde folgender Vergiftungsversuch 
mit Natriumthiosulfat ausgefiihrt. 


Vergiftungsversuch mit Natriumthiosulfat. 


Fersuchsrethe 3. 


25 com 0,1 normal Natriumthiosulfatlésung wurden bis zu 
250 ccm verdiinnt. Von dieser Lésung wurden 5 ccm zu dem 
Giftkolben wie in der Versuchsreihe 1 zugesetzt. Die Nor- 
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malitit des Thiosulfats im Giftkolben war also 1-107* wie 
in dem Regenerationsversuch. Nach 80 Minuten Probe auf 
10 ccm fiir den Reaktionskolben. -Parallelversuch ohne Gift. 
Das Enzym H angewendet. 


Nr. der Einwirkungs- res Rel. Reakt.- 
Beilage dauer a Geschw. 
9 80 Minuten 20 87 


Beim Parallelversuch ohne Gift war K-10° = 23 (Bei- 
lage 8). Die 1-10~—% normale Thiosulfatlésung hatte also trotz 
der langen Einwirkungsdauer von 80 Minuten bei 37° mit nur 
13°/, die diastatische Kraft des Enzyms herabgesetzt und 
kann also beim Versuch, das durch Jod vergiftete Enzym 
mittels Thiosulfats zu regenerieren, die Totalvergiftung daselbst 
nicht verursacht haben. Wir miissen daher es als unméglich 
erachten, jodvergiftete Malzamylase mittels Natrium- 
thiosulfats zu regenerieren. 


Versuch, jodvergiftete Malzamylase mit Anilin 
zu regenerieren. 


GemaB den unten beschriebenen Versuchen, die Jod- 
Stirkereaktion mittels gewisser organischer Stoffe auizuheben, 
zeigte Anilin eine besonders grobe Fahigkeit, Jod aus Starke 
aufzunehmen; es schien mir daher zu versuchen geeignet, auch 
Anilin als Regenerationsmittel anzuwenden. 

50 ccm 0,1 normal Jodlésung wurden bis zu 509 ccm und 
hiervon 5 ccm bis zu 500 ccm verdiinnt. Von dieser Lésung 
wurden 5 ccm dem Giftkolben wie in der Versuchsreihe 1 zu- 
gefiihrt. Das Enzym H angewendet. Die Konzentration der 
Jodlésung im Giftkolben also 1-10-5 normal. Nach 30 Min, 
wurden 10 ccm fiir die Reaktionskolben ausgenommen; Proben 
aus denselben fiir Zuckerbestimmung zeigten, da8 das Enzym 
beinahe total vergiftet war. 100 Minuten danach wurden zu 
dem Giftkolben 10 ccm 1,1-107? normal Anilinlésung zu- 
gesetzt, welche mit einigen Tropfen Essigsiure zu py = 5,10 
sauer gemacht war. Die Konzentration des Anilins ist hier 
also 2,2-10-5 normal. Zwei Stunden spaiter wurden Proben 
fir die Reaktionskolben ausgenommen, und das Enzym war 
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noch immer beinahe total vergiftet. Parallelversuch mit Wasser 
statt Jodlésung zeigte, daB das Anilin in dieser Konzentration 
keine erwihnenswerte Vergiftung verursachte. Das Anilin 
kann also keinen Anteil an der noch immer bestehenden Ver- 
giftung gehabt haben; diese muB daher ganz und gar dem 
Jod zugeschrieben werden; da ferner die Konzentration des 
Anilins 2,2-10-* und die des Jods 0,8-10~5 normal ist und 
das Anilin also in groBem Uberschu8 vorkommt, geht daraus 
hervor, daB es nicht méglich ist, jodvergiftete Malz- 
amylase durch Anilin zu regenerieren. 


Versuch, betr. der Bindungsweise des Jods 
im Malzamylasemolekiile. | 


Aus den Regenerationsversuchen mit Natriumthiosulfat 
und Anilin geht hervor, daB das Jod an dem Enzymmolekiil 
sehr stark gebunden ist und nicht so leicht aus demselben, 
wie z. B. aus Stirke, freigemacht werden kann. Méglicher- 
weise kann, was jedoch infolge der sehr niedrigen Konzen- 
tration des Jods mir sehr unwahrscheinlich vorkommt, das 
Jod oxydierend gewirkt haben. 

Um zu erfahren, auf welche Weise das Jod an dem Enzym- 
molekiil gebunden ist, habe ich untersucht, bei welchen Kon- 
zentrationen gewisse organische Substanzen die Jod-Stirke- 
reaktion aufheben. 3dm lange und 1cm weite Glasréhre 
wurden mit Asphaltlack geschwarzt. Nur der Boden selbst 
wurde ungeschwirzt gelassen, und durch diesen wurde mittels 
eines Spiegels das Sonnenlicht gleichzeitig durch alle Jod— 
Stiirkelésungen geworfen. 

Zuerst wurden vergleichende Versuche mit gewdhnlichem 
Alkohol, Acetaldehyd und Zimtsiure ausgefiihrt. 50 ccm 
0,1 normal Jodlésung wurden bis zu 500 ccm und _ hiervon 
25 ccm bis zu 250 ccm und von dieser Lésung 30 ccm bis 
zu 800 ccm verdiinnt. — 95 ccm absoluter Athylalkoho! 
wurden bis zu 300 ccm und hiervon 10 ccm bis zu 1000 ccm 
und 10 ccm bis zu 50 ccm verdiinnt. Von dieser Lésung 
wurden 5 ccm zu 2,5 ccm 2°/, Starkelésung, 6 ccm der oben- 
stehenden Jodlésung und 36,5ccm Wasser zugesetzt. — 4,16¢ 
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Acetaldehyd wurden auf 300 ccm gelést und hiervon 10 ccm bis 
zu 1000 ccm und 10 ccm bis zu 50 ccm verdiinnt. Von dieser Lé- 
sung wurden 8,7 ccm zu der Jod—Starkelésung zugesetzt. — 0,815¢ 
Benzaldehyd wurden auf 300 ccm gelést. Hiervon wurden 4,3ccm 
bis zu 100 ccm verdiinnt. Von dieser Lésung wurden 5 ccm zu 
der Jod—Stirkelésung zugesetzt. — 0,221 g Zimtsiure wurden auf 
300 ccm gelést. Hiervon 1,1 ccm zu der Jodlésung. 

Alle Kolorimeterréhren enthielten in demselben Total- 
volumen (50 ccm) dieselbe Menge von Starke und Jod. Die 
Konzentration des Jodes war 1,2-10~° und die der zugesetzten 
Substanzen 1,1-107-* normal. In den Réhren mit Athyl- 
alkohol, Acetaldehyd und Benzaldehyd war die Jod—Starke- 
reaktion nach 2'/, Stunden noch unverindert, in dem Rohre 
aber mit Zimtsiiure war nach derselben Zeit die Reaktion 
beinahe vollstiindig verschwunden. 

Von den untersuchten Substanzen beeinfluBte also die 
Zimtséure die Jod—Stiirkereaktion am kriftigsten. Hiernach 
wurden vergleichende Versuche mit Zimtsiure und Anilin 
ausgefiihrt. 1,1 ccm derselben endgiiltigen Zimtsiurelésung 
wie in dem vorhergehenden Versuch wurden zu 5 ccm 2 °/,iger 
Stirkelésung, 5 ccm der obenstehenden Jodlésung und 38,9 ccm 
Wasser zugesetzt. 2,5 com 2,2-107-% normal Anilinlésung, die 
durch einige Tropfen Essigsiure zu py = 5,10 sauer gemacht 
worden war, wurden zu derselben Menge Starke und Jodlésung 
wie in dem Rohre mit Zimtsiéure zugesetzt; Wasser war vorher 
bis zu einem endgiiltigen Volumen von 50ccm zugesetzt. In 
den beiden Kolorimeterréhren war die Konzentration des Jods 
1-10-5 und die Konzentration der Zimtsiure wie die des Anilins 
1,1-10-4 normal. Die Zimtsiure vernichtete die Jod—Starke- 
reaktion in 3 Stunden, das Anilin aber bereits in 3 Minuten. 


II. Vergiftung der Malzamylase durch Aldehydreagenzien. 
a) Vergiftung durch Phenylhydrazin. 


Versuchsreithe 4. 


0,05 g Phenylhydrazinchlorhydrat wurde in 40 ccm 0,29 nor- 
mal Natriumacetatlésung (pg = 5,12) aufgelést. Hierzu wurden 
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10 com Enzymlésung H (Trockensubstanz 0,72 mg per ccm) 
zugesetzt. Die Konzentration des Chlorhydrats im Giftkolben 
war also 6,91-10~? normal. Nach 10 und 40 Minuten und 
6 Stunden wurden von dieser Lisung 10 ccm den Reaktions- 
kolben, wie in der Versuchsreihe 1, zugefihrt. Parallelversuche 
ohne Gift wie dort. 

Zur Feststellung der vom Phenylhydrazin selbst hervor- 
gebrachten Reduktion der Fehlingschen Lisung wurden nach 
Beendigung des Vergiftungsversuchs einige Proben von 1,25 com 
direkt aus dem Giftkolben der Fehlingschen Lésung zu- 
gefiihrt; das Mittel der dieser Reduktion entsprechenden Menge 
Zucker ist in der Beilage schon abgezogen. 


Nr. der Kinwirkungs- : Rel. Reakt.- 
Beilage dauer — “a Geschw. 
if 10 Minuten 6,5 28 
12 a 5,8 23 
13 6 Stunden 2,3 10 


Bei dem Parallelversuch ohne Gift war A-10*= 23 (Bei- 
lage 10). Als die letzte Probe aus dem Giftkolben heraus- 
genommen war, zeigte es sich, daB py in demselben 4,77 statt 
5,12 war. Diese geringe p,;- Verminderung kann nicht wesent- 
lich zu der auffallend starken Abnahme der diastatischen Kraft 
des Enzyms beigetragen haben. 

Wenn wir annehmen, daB das Phenylhydrazinchlorhydrat 
bis zu 50 °/, hydrolysiert gewesen ist, so wird die Konzentration 
(im Giftkolben) des freien Phenylhydrazins, das ohne Zweifel 
allein vergiftend gewirkt hat, 3,46-10~*% normal, und in dieser 
Konzentration haben 10 ccm Malzamylase H_ (‘lrockensub- 
stanz 0,;2 mg per ccm) nach einer Einwirkungsdauer von 
10 und 40 Minuten und 6 Stunden bei 37° 72 baw. 77 und 
90 °/, ihrer urspriinglichen Aktivitit verloren. 


b) Vergiftung durch Hydroxylamin. 


Versuchsrethe 5. 


0,04 g Hydroxylaminchlorhydrat wurde in 40 ccm Acetat- 
lésung aufgelést (py, = 5,12). Hierzu wurden 10 ccm Enzym- 
Jésung H (Trockensubstanz 0,72 mg per ccm) zugefihrt. Das 
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Hydroxylaminchlorhydrat hatte also im Giftkolben eine Kon- 
zentration von 1,15-107-? normal. Nach 30 Minuten und 16, 
23 und 43 Stunden Proben von 10 ccm fir die Reaktions- 
kolben wie in der Versuchsreihe 1. Parallelversuche ohne 
Gift. Auf die vom Hydroxylamin selbst verursachte Reduktion 
der Fehlingschen Lisung ist Riicksicht in derselben Weise, 
wie in dem Versuch mit Phenylhydrazin, genommen. 


Nr. der Kinwirkungs- a Rel. Reakt.- 
Beilage dauer ste Geschw. 
15 30 Minuten 22 92 
16 16 Stunden 8,5 35 
17 a 7,8 33 
18 Mm. ~ 4,1 17 


Bei dem Parallelversuch ohne Gift war A. 10° = 24 (Bei- 
lage 14). 

Wihrend des Verlaufs der Vergiftung war py im Gift- 
kolben von 5,12 bis zu 4,83 gesunken. Diese unwesentliche 
Veriinderung der Aziditait kann bei der starken Abnahme der 
Effektivitit des Enzyms in keinem erwiaihnenswerten Grade 
beigetragen haben. Wenn wir mit einer Hydrolyse des 
Hydroxylaminchlorhydrats von 50°/, rechnen, haben 10 ccm 
Malzamylase H (Tro: kensubstanz 0,72 mg per ccm) in einer 
Konzentration von 5,75-10-* normal bei dem ganz gewib 
allein vergiftenden freien Hydroxylamin und nach einer Ein- 
wirkungsdauer von 30 Minuten und 16, 23 und 43 Stunden 
bei 37° 8 bzw. 65, 67 und 83°/, ihrer urspriinglichen diasta- 
tischen Wirkung verloren. 


c) Vergiftung durch Semicarbazid. 


Versuchsreihe 6. 


0,2628 g Semicarbazidchlorhydrat wurde auf 100 ccm gelést. 
Von dieser Lisung wurden 5 ccm dem Giftkolben, der vorher 
35 ccm Acetatlésung (py = 5,12) und 20 ccm Enzymlésung J 
(Trockensubstanz 1,1 mg per ccm) enthielt, zugefiihrt. Die 
Konzentration des Semicarbazidchlorhydrats im Giftkolben also 
1,96- 10-3 normal. Nach 10 Minuten und 32 Stunden Proben 
von 10 ccm fiir die Reaktionskolben wie in der Versuchsreihe 1. 























100 Urban Olsson, 


Nr. der Kinwirkungs- r Rel. Reakt.- 
Beilage dauer viliest Geschw. 
20 10 Minuten 31 97 
21 4 Stunden 31 97 
22 $2. Ci, 92 69 


Bei dem Parallelversuch ohne Gift war K- 10° = 82 (Bei. 
lage 19). Die geringe py,-Verminderung im Giftkolben von 
5,12 bis zu 5,01 ist scheinbar ohne Bedeutung gewesen. Wenn 
wir, mit Bezug auf das Vorhergehende, annehmen, daB das 
Semicarbazidchlorhydrat bis zur Halfte hydrolysiert war, haben 
20 ccm Malzamylase J (Trockensubstanz 1,1 mg per ccm) in 
einer Lésung von freiem Semicarbazid mit der relativ niedrigen 
Konzentration im Giftkolben von 9,8-10~4* normal nach einer 
Einwirkungsdauer von 10 Minuten, 4 und 32 Stunden bei 37” 
3 bzw. 3 und 31°/, ihrer urspriinglichen Effektivitat verloren. 


d) Vergiftung durch Na,SO,. 


Versuchsrethe 7. 


100 ccm 0,13 normales kohlensiurefreies Natriumhydroxyd 
wurden mit Schwefeldioxyd bis zum Umschlag mit Phenol- 
phthalein gesidtligt. Davon wurden 5 ccm dem Giftkolben 
zugefiihrt, wie in der Versuchsreihe 1. Das Enzym H wurde 
angewendet. Nach 10 Minuten Proben von 10 ccm fir die 
Reaktionskolben. py der Acetatlésung 5,05. 


Nr. der Einwirkungs- K-10" Rel. Reakt.- 
Beilage dauer "s Geschw. 
24 10 Stunden 8,9 36 


Bei dem Parallelversuch ohne Gift war K-10* = 25 (Bei- 
lage 23). Nach der Beendigung der Vergiftung war pq im 
Giftkolben 4,95 anstatt 5,05. Von dieser unwesentlichen Ver- 
inderung der Aziditit abgesehen, haben also 10 com Malz- 
amylase H (Trockensubstanz 0,72 mg per ccm) in einer Na,SO,- 
Liésung von der Normalitét 6,5- 107% im Giftkolben nach einer 
Kinwirkungsdauer von 10 Stunden bei 37° 64°/, ihrer ur- 
spriinglichen diastatischen Kraft verloren, 
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e) Vergiftung durch Cyankalium. 


Versuchsrethe 8. 

1 g Cyankalium wurde auf 1 Liter gelist. Von dieser 
Lésung wurden 5ccm zu den Giftkolben, wie in der Versuchsreihe 1, 
zugesetzt. Das Enzym H wurde angewandt. Nach 10 Minuten 
und nach 20 Stunden wurden Proben von 10ccm fir die 
Reaktionskolben herausgenommen. py der Acetatlésung 5,05. 


Nr. der Einwirkungs- K-10° Rel. Reakt.- 
Beilage dauer Geschw. 
26 10 Minuten 17,4 67 
27 20 Stunden 10,9 42 


Bei dem Parallelversuch ohne Gift war A- 10% = 26 (Bei- 
lage 25). In einer Cyankaliumlésung der Konzentration 
1,54-107-% normal in dem Giftkolben haben 10 ccm Malz- 
amylase H (Trockensubstanz 0,72 mg per ccm) nach einer 
Kinwirkungsdauer von 10 Minuten und 20 Stunden bei 37° 
33 bzw. 58°/, ihrer urspriinglichen Aktivitit verloren. 


III. Versuche an Malzamylase mit Oxydationsmitteln. 
a) Vergiftung durch Ammoniummolybdat. 


Versuchsrethe 9. 

2 g Ammoniummolybdat wurden auf 500 ccm _ geldst. 
Hiervon wurden 25 ccm dem Giftkolben, der vorher 25 ccm 
Acetatlésung (py = 4,98) und 5 ccm Enzymlésung N enthielt, 
zugefiihrt. Nach 15 Minuten, 3, 9, 22 und 52 Stunden Proben 
von 10 cem fiir die Reaktionskolben wie in der Versuchsreihe 1. 
Parallelversuche ohne Gift. 


Nr. der ee al Rel. Reakt.- 
Beilage EKinwirkungsdauer K-10 Senstens. 
28 15 Minuten ohne Gift 14,7 100 
29 a! Se 13,8 94 
30 3 Stunden ohne _,, 13,8 100 
31 er ae 12,9 94 
32 9  , ohne ,, 14,3 100 
33 a 11,1 78 
34 22 - ohne _,, 13,0 100 
35 oe er 8,1 62 
36 52 os ohne __e,, 14,6 100 
87 ey See 4,8 33 
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In einer Ammoniummolybdatlésung von der Normalitiit 
9,27-10-% im Giftkolben haben also 5 ccm Malzamylase N 
(Trockensubstanz 0,61 mg per ccm) nach einer EKinwirkungs- 
dauer von 15 Minuten und von 3, 9, 22, 52 Stunden 6 baw. 
ti, 22, 388 und 67°/, ihrer urspriinglichen diastatischen Wir- 
kung verloren. 


b) Vergiftung durch Natriumwolframat. 


Versuchsrethe 10, 
1g Natriumwolframat wurde auf 300 ccm geldst. Von 
dieser Lisung wurden 10 ccm zu dem Giftkolben, der vorher 
25 ccm Acetatlisung (pq = 4,98), 15 ccm Wasser und 5 ccm 
Enzymlésung N enthielt, zugesetzt. Nach 10 Minuten und 
nach 5 und 23 Stunden Proben von 10 ccm fir die Reaktions- 
kolben wie in der Versuchsreihe 1. Parallelversuche ohne Gift. 


Nr. der gncs er Rel. Reakt.- 
Beilage EKinwirkungsdauer K-10 ilies 
38 10 Minuten ohne Gift 13,3 100 
39 10 i. mit - 11,6 87 
40 5 Stunden ohne _,, 12,9 100 
41 5 ™ mit o 3,6 28 


ln einer Natriumwolframatlisung von der Konzentration 
1,84-107* normal im Giftkolben hatten also 5 ccm Malz- 
amylase N (‘T'rockensubstanz 0,61 mg per ccm) nach einer Ein- 
wirkungsdauer von 10 Minuten und von 5 Stunden bei 37" 
13 bzw. 72°/, ihrer urspriinglichen diastatischen Wirkung ver- 
loren, und nach 23 Stunden war das Enzym beinahe giinzlich 
vergiftet. 

Versuchsreihe 11. 

Zu dem Giftkolben wurden 25 ccm derselben Natrium- 
wolframatlésung wie in der Versuchsreihe 10, aber kein Wasser 
zugesetzt. Ubrigens wurde genau wie dort verfahren. Nach 
2 und nach 24 Stunden wurden Proben fir die Reaktions- 


kolben herausgenommen. 


Nr. der Kinwitk a “ees Rel. Reakt.- 
Beilage as bernie citeacan K-10 Geschw. 


42 2 Stunden ohne Gift 13,7 100 


48 ae eo 6,7 49 
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In einer Natriumwolframatlésung von der Normalitit 
4,59-10~% im Giltkolben hatten 5 ccm Malzamylase N (Trocken- 
substanz 0,61 mg per ccm) nach einer Kinwirkungsdauer von 
2 Stunden bei 37° 51 °/, ihrer urspriinglichen Aktivitaét verloren, 
und nach 24 Stunden war das Enzym beinahe total vergiftet. 

Aus den Versuchsreihen 9—11 geht hervor, daB die Malz- 
amylase in Ammoniummolybdat- und Natriumwolframatlisungen 
allmihlich ihre diastatische Kraft verlieren, und diese Tat- 
sache kann der oxydierenden Kinwirkung der Molybdiinsadure 
und der Wolframsiiure auf das Enzymmolekiil, eventuell auf 
eine Aldehyd- oder Hydroxylgruppe desselben zugeschrieben 
werden. 


IV. Vergiftungsversuche mit einigen anderen Metallsalzen. 


a) Vergiftung der Malzamylase durch Uranylsulfat. 


Mit Riicksicht auf die nahe Verwandtschaft des Urans 
mit den soeben erérterten Metallen lag es mir nahe, die Ein- 
wirkung des Uranylsulfats auf die Malzamylase auch zu unter- 
suchen. 

Versuchsrethe 12. 

0.33 g Uranylsulfat wurde auf 250 ccm gelést. Den 
Reaktionskolben, welche vorher 50 ccm 2°/,ige Starkelésung, 
19 ccm 0,29 normal Acetatlésung mit py = 4,98 enthielten, 
wurden varlierende Mengen Giftlésung und Wasser zugefiihrt. 
Endlich wurde 1 ccm Enzymlésung N zugesetzt. Totalvolumen 
80 ccm. Parallelversuch ohne Gift. 


Nr. der Giftmenge ; Rel. Reakt.- 
Beilage Uranylsulfat E+ 10° Geschw. 
45 5 cem 17,1 92 
46 Wr. 8,0 48 


Bei dem Parallelversuch ohne Gift war A-10° = 18,7 
(Beilage 44). 

Die Konzentration des Uranylsulfats in den beiden Reak- 
tionskolben war 1,97-10~-4* und 3,93-10~* normal, und 1 ccm 
Malzamylase N (Trockensubstanz 0,61 mg per ccm) hatte bei 
37° 8 baw. 57°/, ihrer urspriinglichen Effektivitat verloren. 
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b) Vergiftungsversuch mit NaF. 

Da ich auf Grund der Versuchsreihen 1-2 gefunden 
hatte, daB freies Jod, nicht aber das Jodion die Malzamy- 
lase vergiftet, interessierte es mich, zu erfahren, ob die Ver- 
hiltnisse hinsichts des Fluorions Ahnlich liegen und zwar um 
so mehr, da die iilteren Angaben auf die Kinwirkung yon 
NaF einander sehr widersprechend sind. 


Versuchsrethe 13. 


2,105 g Natriumfluorid wurden auf 1 Liter gelést. Von 
dieser Lisung wurden 15ccm dem Giftkolben, der vorher 
25 ccm Acetatlésung (py = 5,25), 10ccm Enzymlésung I ent- 
hielt, zugefiihrt. Nach 1 Stunde und nach 5 Stunden Proben 
von 10ccm fiir die Reaktionskolben wie in der Versuchsreihe | 


Nr. der Einwirkungs- K-108 Rel. Reakt.- 
Beilage dauer Geschw. 
48 1 Stunde 10,9 102 
49 5 Stunden 10,4 97 


Bei dem Parallelversuche ohne Gift war X-10% = 10,7 
(Beilage 47). Sogar nach einer Einwirkungsdauer von 5 Stunden 
und bei einer so hohen Konzentration des Natriumfluorids im 
Giftkolben wie 1,5-107? normal waren bei 37° 10ccm Malz- 
amylase I (Trockensubstanz 0,5 mg per ccm) nicht erwihnens- 
wert (mit nur 3°/,) hinsichts ihrer diastatischen Wirkung ge- 
schwiicht worden. Die Fluor- und Jodionen vergiften also die 
Malzamylase nicht, und dies steht in der besten Uberein- 
stimmung mit dem wohlbekannten Verhiltnisse des Chlorions. 


c) Versuche mit EKisenchlorid. 

In Riicksicht auf das allgemeine Vorkommen des Kisen- 
ions sowohl im Tier- wie in Pflanzenkérpern schien es mir 
sehr moglich, daB die Amylasen von diesem Ion beeintlubt 
werden kénnen. Ich habe daher Versuche mit Ferrichlorid 
ausgefihrt. : 


Versuchsreihe 14. 


1 g krystallisiertes Ferrichlorid (von Kahlbaum) wurde 
auf 250 ccm (Liésung I) gelést. Auf dieselbe Weise mit 10g 
(Lésung II). Den Reaktionskolben, welche vorher 50 ccm 2 °/,ige 
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Stirkelésung und 18ccm Acetatlésung (pq = 5,25) enthielten, 
wurden variierende Mengen Ferrichloridlésung und Wasser 
zugefihrt. Hierzu wurden zuletzt 2 ccm Enzymliésung zugesetzt. 
Totalvolumen 80 ccm. 


Ne. dér Giftmenge Normalitit des ‘Rel, Reskt- 
Beilage F eem j Eisenchlorids im K-10! Sicnaiiaies 
Kisenchlorid Reaktionskolben 
dl leem I 3,08-10—* 10,5 108 
52 ee 1,23-10-3 11,4 118 
53 ee  < 2,47-10-3 10,6 109 
54 7. Fi 6,16+1073 8,6 89 


Beim Parallelversuche ohne Gift war A-10* = 9,7 (Bei- 
lage 50). Bei den niedrigeren Konzentrationen des Eisen- 
chlorids liegt also eine Aktivierung des Enzyms vor, welche 
sich bei der Normalitit 1,23-107% auf 18°/, beliuft, und bei 
héheren Konzentrationen tritt eine Vergiftung ein, die bei der 
Normalitit 6,16-107-% 11°/, ausmacht, alles auf der Euzym- 
menge 2ccm Malzamylase I (Trockensubstanz 0,5 mg per ccm) 
und der Reaktionstemperatur 37° berechnet. 


Versuchsrethe 15, 


Genau wie in der Versuchsreihe 14. Doch wurde hier 
die Malzamylase K angewendet, und py der Natriumacetat- 
lésung war 5,17. 


Nr. der “Giftmenge ee des ktgs Re Reakt- 
a cem isenchlorids im . Sai 
“ Eisenchlorid Reaktionskolben 
56 leem I 3,08-10~* 13,0 97 
57 a [ 1,23-10—* 14,0 104 
58 baa 2.47+10-3 14,4 107 
59 ee 6,16-10—-3 11,8 88 


Beim Parallelversuche ohne Gift war K-10? = 13,4 (Bei- 
lage 55). 2 ccm Malzamylase K (Trockensubstanz 0,42 mg 
per ‘ccm) waren hier in einer Eisenchloridlésung der Konzen- 
tration 2,47-107% zu 7°/, aktiviert worden, und bei der 
Normalitat 6,16-10-*% war das Enzym zu 12°/, vergiftet 
worden. . 
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Auf Grund dieser Versuchsreihen halte ich mich zur 
SchluBfolgerung berechtigt, daB das Kisenchlorid bei niedrigeren 
Konzentrationen die Malzamylase ein wenig aktiviert und bei 
hdheren Konzentrationen dieselbe vergiftet. 


d) Versuche mit Zinksulfat. 


In neuerer Zeit hat sich durch die Untersuchungen von 
Bertrand ergeben, da& Zinksalze, zwar in geringen Mengen 
zu den stindigen Bestandteilen des Tierkérpers gehéren, und 
es schien mir daher, im engsten Zusammenhang mit den obigen 
Versuchsreihen, geeignet zu sein, auch mit Zinksulfat Versuche 
an der Amylase auszufihren. 


Versuchsrethe 16. 


Dieselbe Verfahrungsweise und dieselben Fliissigkeits- 
volumina wie in der Versuchsreihe 14. 2ccm Enzymlésung J 
wurden angewandt, und py, der Acetatlésung war 5,25 wie dort. 


Nr. der Giftmenge K+10° Rel. Reakt.- 
Beilage Zinksulfatlésung Geschw. 
61 l cem 0,005 n. 11,4 99 
62 5 4, 0,005 n. 11,0 96 
63 [ow OA SR. 10,7 93 
64 © a ae ae 10,8 94 
65 1 » 3 10,0 87 


Bei dem Parallelversuche ohne Gift war K-10° = 11,5 
(Beilage 60). 

Kine erwihnenswerte Vergiftung des Enzyms durch Zink- 
sulfat liegt erst dann vor, wenn dasselbe im Reaktionskolben 
eine Konzentration von 8,8-10-? normal hat, und 2ccm 
Malzamylase I (Trockensubstanz 0,5 mg per ccm) haben 
dann bei 37° 13°/, ihrer urspriinglichen diastatischen Kraft 
verloren. 


Eine bei niedrigeren Konzentrationen des Zinksulfats er- 
wartete Aktivierung der Malzamylase konnte, trotz des an- 
gewandten, sehr breiten Konzentrationsinterwalles, nicht wie 
beim Kisenchloride wahrgenommen werden. 





Uber Vergiftungserscheinungen an Amylasen. 107 


e) Vergiftung der Malzamylase durch Queck- 
silbersalze. 


1. Vergiftung durch Mercuronitrat. 


Da das Quecksilberion als ein sehr kraftiges Enzymgift 
bekannt ist, schien es mir sehr aussichtsreich, die Vergiftung 
der Malz-Amylase durch Quecksilbersalze niher zu studieren, 
und beabsichtigte ich mit meinen Versuchen, eine Bestim- 
mungsmethode fiir minimale Quecksilbermengen auffindig zu 
machen, wie ich es vorher'), betreffend Silbervergiftung der 
Malzamylase, versucht habe. Da das zweiwertige Quecksilber- 
ion zur Bildung komplexer Verbindungen groBe Neigung hat, 
habe ich zu diesem Zweck nur Mercurosalze gebraucht. 


Versuchsreithen 17—1S. 


0,2 g Mercuronitrat wurde in ein wenig Wasser in An- 
wesenheit einiger Tropfen verdiinnter Salpetersiure aufgelést. 
Gleichzeitig wie die Lésung bis zu 1 Liter verdiinnt wurde, 
wurde zur Neutralisierung der Salpetersiure Natriumhydroxyd 
tropfenweise zugesetzt, jedoch nur so lange, bis die Lésung 
die Tendenz zeigte, in basisches Nitrat iiberzugehen. Von der 
auf diese Weise erhaltenen Lésung wurden 10ccm bis zu 
1 Liter verdiinnt. Von dieser Lésung, die also 0,002 mg 
Mercuronitrat per ccm enthielt, wurden variierende Mengen 
fiir die Reaktionskolben, welche vorher 50 ccm 2 °/, ige Starke- 
lésung, 25 com Natriumacetatlésung (pq = 5,0) und Wasser 
in solcher Menge enthielten, daS das Totalvolumen in den 
Reaktionskolben 100 ccm ausmachte, herausgenommen, wonach 
zuletzt 2 ccm Enzymlésung M zugesetzt wurde. Die Aziditat 
hielt sich konstant in simtlichen Reaktionskolben. Da das 


totale Fliissigkeitsvolumen 100ccm war, war a= 70 in der 
a 
a-Z 





Formel K = + log 





1) Diese Zs. Bd. 114, S. 55—56 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVII. 8 
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Nr. der Giftmenge K-10" Rel. Reakt.- 
Beilage Mercuronitrat Geschw. 
66 0 me 32 100 
67 0,002 ,, 31 97 
68 0,006 ,, 28 88 
69 0,014 ,, 19 59 
70 0,020 ., 6 19 
71 eH 31 100 
72 0,014. ,, 19 61 
8 0,018 ,, 8 oF 
os ee ‘ x 
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GemiB der graphischen Darstellung (Fig. 1) haben 2 ccm 
Malzamylase M (Trockensubstanz 0,8 mg per ccm) in einer 
Quecksilberlésung, welche in dem Reaktionskolben eine Kon- 
zentration von 5,90.10~—7 normal HgNO, oder 2,85-1077 normal 
Mercuronitrat (2HgNO, + Aq) hat, bei 37° die Halfte ihrer 
Effektivitat verloren. 
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Diese Versuche sind schon zur Anwendung in einer physi- 
kalisch-chemischen Untersuchung!) gekommen, wo eine rein 
chemische Bestimmungsmethode nicht zum Ziel gefihrt hatte. 


2. Vergiftung durch Kalomel. 


Im engsten Zusammenhang mit dem Obigen wurden auch 
mit dem auBerordentlich schwer léslichen Mercurochlorid Ver- 
giftungsversuche ausgefiihrt. 


Versuchsrethen 19—20. 


{ mg Mercurochlorid wurde wihrend mehrerer Stunden 
mit Wasser geschiittelt und nach ZuguB bis zu einem Liter 
wurde die Auflésung waihrend 12 Stunden im Thermostat bei 
37° fortgesetzt. Die Liésung wurde von ungeléstem Mercuro- 
chlorid, das auf 0,25mg geschitzt wurde, filtriert. Von dem 
Filtrat wurden variierende Mengen zu den Reaktionskolben 
genau wie in den Versuchsreihen 17—18 zugesetzt, 2 cm Malz- 
amylase QO wurden wie dort zuletzt bis zu einem endgiiltigen 
Volumen von 100 ccm zugesetzt. py der Natrium—Acetat- 
lésung 5,0. 


Nr. der Giftmenge K- 108 Rel. Reakt.- 
Beilage Mercurochlorid Geschw. 
74 0 cem = 0 mg 26 100 
15 5 ., = 0,0038 ,, 25 96 
16 10 ,, = 0,0075 ,, 21 81 
11 20 ., =0,0150 ,, 13 50 
78 80 ,, = 0,0225 ,, 7,3 28 
79 0, =0 R 26 100 
80 10 ,, = 00,0075 ,, 22 85 
81 14 ,, =0,0105 ,, 21 81 
82 18 , =0,0135 ,, 18 69 
83 20 ,, = 0,0150 ,, 14 54 
84 24 ,, = 0,0180 ,, 12 46 


Bei der Voraussetzung, daB meine Schitzung des un- 
gelésten Restes des Mercurochlorids richtig ist, habe ich die 
obenstehenden Gewichtsmengen aufgestellt. Gemai8 der gra- 


1) Euler u. Zimmerlund, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 8 
Nr. 14; 1921. 


8 * 
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phischen Darstellung (Fig. 2) sind bei 37° 2 com Malzamylase () 
(Trockensubstanz 0,78 mg per ccm) vermittelst 21 ccm der an- 
gewandten Mercurochloridlésung oder, nach der obigen Voraus- 
setzung, vermittelst einer Quecksilberlésung der Konzentration 
im Reaktionskolben von 3,33-10-* normal Hg,Cl, bis zur 
Halfte vergiftet worden. Bei den Vergiftungsversuchen mit 
Mercuronitrat (2HgNO,+ Aq) war der entsprechende Wert 
2,85-10-? normal. Die relativ geringe Abweichung kann 
sicherlich einer falschen Schitzung des ungelésten Restes des 
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Fig. 2. 


Mercurochlorids zugeschrieben werden. Wenn also auch diese 
beiden Versuchsreihen mit Mercurochlorid, rein quantitativ be- 
trachtet, nicht vollstandig befriedigend sind, liefern sie jedoch 
einen neuen Beweis fiir die besonders starke Giftwirkung des 
Quecksilbers auf die Malzamylase, wie auch dafiir, daB Ver- 
giftung bis zur Halfte in jedem Falle in einer Mercurochlorid- 
lésung von der Konzentration 4,45-10—7 normal Hg,Cl, eintritt. 


Bei der obigen Schitzung des ungelésten Restes des 
Mercurochlorids habe ich natiirlicherweise die Literaturangaben 
auf die Léslichkeit dieses Salzes beriicksichtigt. Aus den von 








Bt 
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F. Kohlrausch’) fir vier Temperaturen ausgefiihrten Bestim- 
mungen extrapoliere ich graphisch eine fiir 37° geltende Lés- | 
lichkeit des Mercurochlorids von 1,02-10-5 normal. Diesen ‘2 
Bestimmungen gemiB wire es zu erwarten gewesen, daB alles 
Mercurochlorid gelést wire, doch ist zu beachten, daB meine 
Auflésungsmethode von Kohlrausch verschieden ist. Ander- ' 
seits finden andere Forscher vielmal niedrigere Werte der a 
Léslichkeit des Mercurochlorids. 


3. Vergiftung durch Sublimat. i i 
Da die alteren Angaben auf die Giftigkeit des Sublimats a : 
auf die Malzamylase mir mit den obigen Resultaten sehr oe 
schwer vereinbar schienen, fiihrte ich eine Versuchsreihe auch 
mit diesem Salze aus. 
Versuchsreihe 21. y 


1 g Mercurichlorid wurde auf 1 Liter gelést. 20 ccm 
dieser Lésung wurden bis zu 1 Liter und hiervon 10 ccm bis 
za 100 ccm verdiinnt. Von dieser Lisung, die also 0,002 mg 
Mercurichlorid per ccm enthielt, wurden variierende Mengen 
zu den Reaktionskolben wie in den Versuchsreihen 19—20 
zugesetzt. 2 ccm Enzymlésung N wurden zuletzt bis zu einem 








endgiltigen Volumen von 100ccm wie dort zugesetzt. pg der Li i 
Acetatlésung 5,0. rad 
Nr. der Giftmenge K-10? Rel. Reakt.- 
Beilage Mercurichlorid Geschw. 
85 0 mg 28 100 Le 
86 0,002 ,, 11 39 tg 
87 0,006 ,, 6,8 24 le 
88 0,010 _,, 4,8 17 a 
89 0,016 ,, 2,8 10 7 


in den Mercurichloridlésungen der Normalitaten 7,37-107 8, 
2,21-10-7, 3,68.1077 und 5,89.10~7 in den Reaktionskolben 
haben 2ccm Malzamylase N (Trockensubstanz 0,61 mg per ccm) 
bei 37° 61 bzw. 76, 83 und 90°/, ihrer urspriinglichen dia- 
statischen Kraft verloren. 





') Zs. physikal. Chem. Bd. 64, S. 129 (1908). 
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V. Vergiftung der Malzamylase durch Formaldehyd. 


Auf Grund der in den Versuchsreihen 1—3 mit Jod aus- 
gefiihrten Vergiftungen der Malzamylase war eine NH,-Gruppe 
im Malzamylasemolekiile nicht unwahrscheinlich, und ich habe 
daher auch Formaldehyd als Vergiftungsmittel gebraucht. 


Versuchsrethe 22. 


Dieselbe Verfabrungsweise wie in der Versuchsreihe 14. 
Doch wurden hier 5 ccm Malzamylase P angewendet und p,, 
der Acetatlésung war 5,25. Die Formalinlésung war 28 °/, ig 
und wurde im Verhiltnis 5:100 verdiinnt. Auf die vom Form- 
aldehyde selbst verursachte Reduktion der Fehlingschen 
Lésung ist durch Parallelversuche mit Wasser anstatt Enzyms 
im Reaktionskolben Riicksicht genommen. 


Giftmenge 
et cem verdinnte K-+10* — 
Formalinlésung Pee 
90 0 ccm 40 100 
91 . 28 10 
92 es 19 48 
93 ec 18 45 
94 : en 7,8 20 


Aus der graphischen Darstellung (Fig. 3) geht hervor, 
daB 5ccm Malzamylase P (Trockensubstanz 0,67 mg per ccm) 
bei der Reaktionstemperatur 37° durch eine 0,023 normale 
Formaldehydlésung zur Halfte vergiftet worden sind. 

Beriicksichtigt man, daB das Enzym von der Stirke ge- 
schiitzt und nur wihrend einer verhiltnismiBig kurzen Zeit 
von Gift beeinflu8t war, so ist die gebrauchte Gifikonzentration 
ziemlich klein, und es scheint mir nicht unméglich, daB man 
mit einer NH,-Gruppe im Malzamylasemolekiile zu rechnen hat. 


VI. Die Einwirkung von Aminosduren auf Malzamylase. 


Versuche mit Leucin. 


Versuchsreihen 23—24. 


0,3 g Leucin wurde auf 50 ccm gelést. In der Versuchs- 
reihe 23 wurden 5 ccm dieser Lésung zu dem Giftkolben wie 
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in der Versuchsreihe 1 zugesetzt; nach 75 Minuten und 
26 Stunden Proben auf 10ccm fiir die Reaktionskolben. In 
der Versuchsreihe 24 wurden 30 anstatt 5 ccm der Leucin- 
lésung und nur 10 ccm der Acetatlésung dem Giftkolben zu- 
gefiihrt; nach 26 Stunden Probe fiir den Reaktionskolben. 
10 ccm Enzymlésung I angewandt, und py der Acetatlésung 
war 5,10. 
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Nr. der Giftmenge Kinwirkungs- K.19> Rel. Reakt.- 
Beilage Leucinlésung dauer i Geschw. 
95 0 ccm — 10,7 100 
96 oe 7 Minuten 10,9 102 
97 a 4 Stunden 10,4 97 
98 a 26, 10,6 99 
99 0 ,, “ 10,6 100 
100 30 ,,  - 10,1 95 


In der Versuchsreihe 23 ist die Konzentration der Leucin- 
losung im Giftkolben 4,57-10~-3 und in der Versuchsreihe 24 
2,74-10-? normal. In keinem der Fille haben 10 ccm Malz- 
amylase I (Trockensubstanz 0,5 mg per ccm) trotz einer Ein- 
wirkungsdauer von 26 Stunden bei 37° erwahnenswerten Hin- 
HuB hinsichts der diastatischen Kraft gehabt. 
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Versuch mit Alanin. 

14 ccm 0,5 normal Alaninlésung wurden zu dem Giftkolben 
zugesetzt, der vorher 26 ccm Acetatlésung (pq = 5,10) enthielt: 
im tbrigen wie in der Versuchsreihe 1. In dieser 0,14 nor- 
malen Alaninlésung waren bereits nach einer Kinwirkungs- 
dauer von 30 Minuten bei 37° 10 ccm Malzamylase I (Trocken- 
substanz 0,5mg per ccm) beinahe total vergiftet. 

Da das Leucin in einer zwar schwacheren Konzentration, 
aber wihrend einer bedeutend lingeren Kinwirkungsdauer keine 
erwibnenswerte Vergiftung des Enzyms verursachte, scheint 
diese kraftige Einwirkung des Alanins etwas iiberraschend; als 
sichergestellt betrachte ich dieses Ergebnis erst, wenn ich 
meinen Versuch mit einem neuen Praparat wiederholt habe. 


b. Untersuchungen der Speichelamylase. 


Es kann als festgestellt betrachtet werden, dab Malz- und 
Speichelamylase nicht identisch sind, was ganz sicher aus den 
verschiedenen Aziditatsoptimen hervorgeht. Es war also auch 
zu erwarten, daB sich mit Vergiftungen Unterschiede ergeben, 
welche nicht nur auf die Verschiedenheit des Reinheitsgrades 
und die Anwesenheit der angewandten Regenerationsstofie 
zuriickzufiihren sind. 


I. Herstellung der Enzymlosung. 


175 ccm menschlicher Speichel wurden wihrend 10 Minuten 
mit 2 g Kaolin herumgeschiittelt und danach sofort durch ein 
Faltenfilter filtriert. Nach Zugabe von Tuluol wurde das Fil- 
trat waihrend 5 Stunden durch geschlossene Kollodiummem- 
branen gegen destilliertes Wasser, das ab und zu gewechselt 
wurde, dialysiert. Die Membranen wurden iiber einem Falten- 
filter zerrissen, und zu dem Filtrate wurde Toluol zugesetzt. 
Kine auf diese Weise erhaltene Enzymlésung hatte eine Trocken- 
substanz von 0,6—1,0mg per ccm und eine Asche von 0,1 
bis 0,3 mg per ccm. 

Da wiahrend der Dialyse die Effektivitat des Enzyms eine 
starke Abnahme zeigte, fiihrte ich die folgende Versuchs- 
reihe aus. 








Uber Vergiftungserscheinungen an Amylasen. 115 


II. Der Aktivator der Speichelamylase. 


Versuchsrethe 25. 

Ohne vorhergehende Kaolinbehandlung lieB ich die Dia- 
lyse wihrend 4 Stunden gegen ein verhiltnismiBig geringes 
Volumen Wasser weitergehen, wechselte und behielt jede 
Stunde die dufere Fliissigkeit. Die Trockensubstanz der 
Speichelamylase 8S, war 1,0 mg und die Asche U,3 mg per ccm. 
Die auBere Fliissigkeit wurde im Wasserbad bis zu dem Volu- 
men der Enzymlésung vor der Dialyse eingedunstet (Lésung I). 
Gewohnlicher Speichel wurde zu Trockenheit eingedunsiet und 
gegliiht, wonach die Asche in Wasser bis zu dem urspriinglichen 
Volumen des Speichels aufgelést wurde (Lésung II). Gewéhnlicher 
Speichel wurde durch Erhitzung bei 70° wahrend einer Stunde in- 
aktiviert (Lésung III). Zu 5ccm Speichelamylase 8, wurden in 
verschiedenen Kolben 5 ccm von jeder der Lésungen I, II und 
Ill zugesetzt; dadurch entstanden die Mischungen a, b und c. 

Zu 5 ccm Speichelamylase S, wurden 5 ccm Wasser zu- 
gesetzt (Mischung 4d). 

Zu 5 ccm des filtrierten menschlichen Speichels, von dem 
ich ausgegangen war, wurden ebenfalls 5ccm Wasser zugesetzt 
(Mischung e). 

Die auf diese Weise erhaltenen Mischungen (a—e) wurden 
wahrend 1 Stunde bei 37° gehalten; danach wurden aus jeder 
einzelnen 5 ccm fir die Reaktionskolben, die vorher 50 ccm 
2°/, Starkelésung, 18ccm 0,29 normal Natriumacetatlésung 
(pp = 6,1) und Tcecm Wasser, alles wie gewéhnlich von der 
Temperatur 37°, enthielten, ausgenommen. 


S & . 

a = Mischung K-10° pong 

Z 

01 a) 5cem Enzym 8, +5cem Lésung I! 18 44 240 
(iiuBere Fliissigkeit) 

102. b) 5cem Enzym 8, + 5ecem Liésung Il 17 41 227 
(Lésung der Asche) 

103 ¢) 5cem Enzym S, + 5cem Lésung III =. 20 49 267 

104 (inaktivierter Speichel) 7,5 18 100 

105 d) 5cem Enzym 8, +5cem Wasser . 4! 100 


e) 5eem Speichel +5 ,, * 
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Die relativen Reaktionsgeschwindigkeiten sind dadurch er- 
halten, daB teils fir den nur filtrierten Speichel (erste Kolumne, 
Beilage 105) und teils fiir die dialysierte Enzymlésung (zweite 
Kolumne, Beilage 104) die relative Geschwindigkeit zu 100 
gesetzt ist. 

Bei der Dialyse hatte also das Enzym (Beilage 104) 82° 
seiner urspriinglichen Kraft verloren, und da die auBere Fliissig- 
keit keine Effektivitit besa8, hatte selbstverstindlich nicht 
das Enzym selbst, sondern ein Aktivator oder Co-Enzym 
die Kollodiumhaut passiert; da der bei 70° erwarmte Speichel 
beinahe alle diastatische Wirkung verloren hatte, muBte dic 
Aktivierung mit 167°/,, die diese Speichellésung hervor- 
gebracht hatte, noch immer einem Aktivator oder einem Co- 
Enzym zugeschrieben werden; da jedoch die Aschenlésung un- 
gefahr dieselbe Aktivierung verursacht hatte, namlich mit 127 °/,. 
wird die Méglichkeit eines Co-Enzyms ausgeschlossen, alles 
unter der wahrscheinlichen Voraussetzung, daB ein ey. Co- 
Enzym wohl eine Temperatur von 70°, nicht aber die Gliih- 
temperatur vertrigt. Der Aktivator, den wir also voraussetzen 
miissen, diirfte also noch in der konzentrierten iuBeren Fliissig- 
keit vorhanden sein, und verursacht wirklich eine ebenso starke 
Aktivierung wie die anderen Lésungen, namlich mit 140°. 
Als Aktivatoren schienen Phosphate und Chloride sehr wahr- 
scheinlich, und daher fiihrte ich die folgende Versuchsreihe aus: 


Versuchsrethe 26. 

Zu 5 ccm Speichelamylase (Trockensubstanz 1,0 mg und 
Asche 0,3 mg per ccm) wurden in verschiedenen Kolben unten- 
stehende Volumina 1,25 normal Natriumphosphatlésung (mit 
Pu = 6,1) und 1,25 normal Natriumchloridlésung und Wasser 
bis zu einem endgiiltigen Volumen von 10 ccm zugesetzt. 
Parallelversuche mit Enzymlésung allein sowohl wie mit 
filtriertem Speichel, wovon ich ausgegangen war. Die 
Mischungen wurden wihrend einer Stunde in einem Wasser- 
bad von 37° gehalten, und danach wurden aus jeder 5 ccm 
fiir die Reaktionskolben wie in der Versuchsreihe 25 aus- 


genommen. 
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Nr. der Mischung K-10° Rel. Reakt.- 
Beilage Geschw. 
106 5cem Enzym 8, + 0,5 ecm 
Phosphat + Wasser... . . 9,0 28 117 
107 5eem Enzym §S, + 0,5 eem 
NaCl + Wasser... ... 29 74. 377 
108 5cem Enzym §, + 0,5 ccm 
NaCl+0,5ecm Phosphat+ Wasser 29 74 377 
109 5 ecm Enzym S, + 1 ecm 
Phosphat + Wasser . . . . . 9,6 25 125 
110 5eem Enzym S, +5 cem Wasser. 73 20 100 
111 5cem Speichel 8S, + 5ccm Wasser . 39,0 100 


Wiahrend das Natriumphosphat die Aktivitat des Enzyms 
mit nur 17°/, erhéhte, erzielte eine dementsprechende Menge 
von Natriumchlorid eine Aktivierung mit 277°/,. Bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Natriumphosphat und Natriumchlorid 
iibte das erstere keine merkbare Einwirkung aus. Bei einer 
Verdoppelung der Phosphatmenge wurde die Aktivierung 25 
statt 17°/,. — Auch hier!) gibt sich also das Natriumchlorid 
als ein sehr kraftiger und das Natriumphosphat als ein sehr 
schwacher Aktivator. 


Versuchsrethe 27. 


Ks war von Interesse zu untersuchen, wie eime Ver- 
diimnung der auBeren Fliissigkeit die Aktivierung derselben 
beeintussen wiirde und ob Malzamylase von der duBeren 
Fliissigkeit der Speichelamylasedialyse aktiviert werden 
kénnte. 


Speichelamylase 8, (Trockensubstanz 1,0 und Asche 0,2 mg 
per ccm), Malzamylase L (Trockensubstanz 0,57 mg per ccm) 
und dieselbe AuBere Fliissigkeit wie in der Versuchsreihe 25 
wurden angewandt. In der Beilage 114 ist diese AduBere 
Fliissigkeit im Verhaltnis 1:4 verdiinnt. Nach derselben Ver- 
fahrungsweise wie in der Versuchsreihe 25 wurde diese Zu- 


-sammenstellung erhalten. 


') Vgl. Michaelis, Monographie, S. 75. 
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Ss Ep , el. Reakt.- 
: FE Mischung K-10° iasie 
112 5Scem Enzym 5%,--5 ccm Wasser . 9,8 100 
113 2 ” no 

iiuBere Fliissigkeit . . . . 20 204 
114 5ecem Enzym S, + 5ccm 

iuBere Fliissigkeit (verdiinnt) 13,1 134 
115 5eem Malzamyluse L +5 ecm Wasser. 21 100 
me 63S: 1 L+5 ,, 

iuBere Flissigkeit . . . . 23 110 


Bei einer Verdiinnung der auBeren Fiissigkeit im Ver- 
haltnisse 1:4 wird also die Aktivierungskraft derselben hin- 
sichtlich der Speichelamylase im Verhiltnisse 3,1:1 vermindert. 
— Es geht weiter aus der Tabelle hervor, daB die iufere 
Hlissigkeit der Speichelamylasedialyse die Malzamylase mit 
nur 10°), und die Speichelamylase selbst mit 104°/, aktiviert. 


III. Die Einwirkung der Konzentration des Natriumchlorids 
auf die Aktivierung der Speichelamylase. 


Versuchsrethe 28. 

2,5 g chemisch reines Natriumchlorid wurden auf 250 ccm: 
gelést. Diese 0,17 normale Natriumchloridlésung I wurde teils 
unverdiinnt, teils in den Verhaltnissen 1:10 (Lésung II) und 
1:100 (Lésung III) verdiinnt, angewendet. Vermittelst 5 ccm 
Speichelamylase 8, (Trockensubstanz 0,6 mg und Asche 0,1 mg 
per ccm), welche wie alle folgenden Enzymlésungen, vermittelst 
Kaolinbehandlung wihrend 10 Minuten und Dialyse wahrend 
5 Stunden, hergestellt war, wurden Mischungen wie in Ver- 
suchsreihe 26 hergestellt, worauf wie dort verfahren wurde. 


5 ; Mischun K-10° a 
se ; 8 Geschw. 
w 
117 5Scem Enzym $,+1¢cem NaCl-Lésung I 

+4 ,, Wasser... 7,6 46 475 
\ oa » Ss+1 ,, NaCl-Lésung I 

4h , Weer. « . 3,0 18 188 
mM 5 » Sgti ,, NaCl-Lésung II 

+4 ,, Wasser... 1,8 11 113 
—_. 6 , >» eS 4 TR iw os Rp 10 100 
121 5 ,, undialysiertes Enzym-+5cem Wasser 16,6 100 
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Mittels einer Natriumchloridlésung, die im Aktivatorkolben die 
Normalitat 0,017 oder im Reaktionskolben die Normalitit 
0,0011 hatte, konnten also 46°/, der diastatischen Kraft der 
undialysierten Enzymlésung wieder gewonnen und die dialy- 


f 


sierte Knzymlésung mit 375°/, aktiviert werden. 


IV. Die optimale Aziditat der Speichelamylase bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Natriumchlorid und Natriumacetat. 


Versuchsrethe 29. 


Michaelis findet das Wirkungsoptimum der Chloridamy- 
lyse bei py = 6,7 und das der Acetatamylase bei py = 6,1 
bis 6,2. 

Fiir meine Vergiftungsversuche war es notwendig, das 
Wirkungsoptimum der Speichelamylase bei gleichzeitiger An- 
wesenheit von Natriumacetat und Natriumchlorid zu bestimmen. 
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Zu 50 ccm 2 °/, Stirkelésung, 18 ccm 0,29 normal Natrium- 
lésung von variierenden py und 1 ccm 0,17 normal Natrium- 
chloridlésung wurde Wasser bis zu 75ccm gesetzt. Hierzu 
wurden zuletzt 5 ccm Speichelamylase S, (Trockensubstanz 
0,6 mg und Asche 0,1 per ccm) zugesetzt. 
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Nr. der py der Acetat- K-10? Rel. Reakt.- 
Beilage lésung Geschw. 
122 6,08 15,8 95 
123 6,30 16,7 100 
124 6,51 16,6 99 
125 6,67 15,8 95 
126 6,81 14,8 88 


Aus der graphischen Darstellung (Fig. 4) geht hervor, 
daB das Wirkungsoptimum der Speichelamylase bei py = 6,4 
liegt, und im Reaktionskolben war dann die Konzentration 
der Natriumacetatlésung 0,065 und die des Natriumchlorides 
0,0021 normal. 

Bei den von mir ausgefiihrten Vergiftungen der Speichel- 
amylase habe ich Natriumchlorid- und Acetatlésungen oben- 
stehender Konzentration und Aziditit angewendet, und habe 
ich hier einige der bei der Malzamylase erérterten Vergiftungs- 
mittel, nimlich Jod, Anilin'), Formaldehyd und Kupfersulfat'), 
benutzt. 


V. Vergiftungen der Speichelamylase. 
a) Vergiftung durch Jod. 


Versuchsreihe 30. 

20ccm 0,1 normal Jodlésung wurden bis zu 500 ccm und 
hiervon 25ccm bis zu 250 ccm verdiinnt. 2ccm dieser Lésung 
wurden dem Giftkolben, der vorher wahrend einer Stunde bei 37° 
25ccm 0,29 normal Natriumacetatlésung (pq = 6,4), 5ccm 0,17 
normal Natriumchloridlésung, 8 ccm Wasser und 16 ccm Speichel- 
amylase S, (Trockensubstanz 0,6 mg und Asche 0,1 mg per ccm) 
enthalten hatte, zugefiihrt. Parallelversuch mit Wasser anstatt 
Jodlésung. Nach 11 Minuten, 17 und 38 Stunden Proben von 
10ccm wie in der Versuchsreihe 1 fiir die Reaktionskolben, 
wo jedoch py der Acetatlésung auch 6,4 war. 


Nr. der Einwirkungsdauer x1q ‘Hel. Beakt- 
Beilage Geschw. 
128 11 Minuten 2,8 48 
129 17 Stunden 2,5 43 


130 ere 21 36 


') Diese Zs. Bd. 114, S. 58-—64 (1921). 
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Bei dem Parallelversuche ohne Gift war K-10 = 5,8 (Bei- 
lage 127). Die Konzentration des Natriumchlorids im Akti- 
vatorkolben war 0,018 normal. 

In einer Jodlésung von der Konzentration 1,6-10~° normal 
im Giftkolben hatten also 10ccm Speichelamylase 8, (Trocken- 
substanz 0,6 mg und Asche 0,1 mg per ccm) nach einer Ein- 
wirkungsdauer von 11 Minuten, 17 und 38 Stunden 52 baw. 
57 und 64°/, ihrer urspriinglichen diastatischen Kraft verloren. 


Versuchsrethe 31. 
Dieselben Versuchsbedingungen wie in der Versuchsreihe 30, 
aber andere Jodkonzentrationen. 


Nr. der Beilage Einwirkungsdauer K-10° Rel. Reakt.-Geschw. 
132 20 Stunden 5,7 97 


Beim Parallelversuch ohne Gift war K-10* = 5,9 (Bei- 
lage 131). In einer Jodlésung der Normalitét 1-10~° im Gift- 
kolben (Beilage 132) waren 10 ccm Speichelamylase S, (Trocken- 
substanz 0,6 mg und Asche 0,1 mg per ccm) nach einer Ein- 
wirkungsdauer von 20 Stunden bei 37° noch nicht in erwaihnens- 
wertem Grade betr. der diastatischen Kraft geschwicht worden, 
und bei der Normalitit 1-10-* war die Vergiftung bereits 
nach 11 Minuten beinahe total. 

Aus dieser und der vorhergehenden Versuchsreihe geht 
hervor, daB das Vergiftungsgebiet des Jods sehr eng ist; jedoch 
sei bemerkt, daB das angewandte Enzym ziemlich schwach war. 


b) Vergiftung der Speichelamylase durch Anilin. 


Versuchsrethen 32—34. 


2¢ neudestilliertes Anilin wurden auf 200 ccm gelist. 
Zu dem Giftkolben, der wihrend 1 Stunde 20 ccm Acetat- 
lésung (py = 6,4), 5 ccm 0,17 normal Natriumchloridlésung, 
10 ccm Speichelamylase 8, und Wasser enthalten hatte, 
wurden variierende Mengen der Anilinlésung bis zu einem 
endgiiltigen Volumen von 50 ccm zugesetzt. Nach 70 Minuten, 
27 und 48 Stunden wurden Proben von 10 ccm fir die Reak- 
tionskolben wie in der Versuchsreihe 1 ausgenommen; py der 
Acetatlésung war auch in diesen 6,4. 
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Parallelversuche ohne Gift bei den verschiedenen Vergif- 
tungsperioden. 


Nr. der Giftmenge EKinwirkungs- K-103 Rel. Reakt.- 
Beilage Anilinlésung dauer Geschw. 
133 0 cem 70 Minuten 11,8 100 
134 4, ee 11,3 96 
135 “oe we x 11,2 95 
136 ae 0 ~» 10,7 91 
137 er 27 Stunden 12,0 100 
138 . ae 10,9 91 
139 a 10,9 91 
140 “a he 8,4 10 
141 Oo , ” ee 11,7 100 
142 "a ee 11,1 95 
148 a ates 10,6 91 
144 12 ., oo 6,8 58 


Die Konzentration des Anilins in den 3 Giftkolben ist 
0,0086, 0,0172 und 0,0258 normal. Nur bei der letzten Kon- 
zentration tritt die Vergiftung deutlich hervor, und 10ccm 
Speichelamylase S, (Trockensubstanz 0,7 mg und Asche 0,2 mg 
per ccm) haben in dieser 0,0258 normalen Anilinlésung nach 
einer EKinwirkungsdauer von 70 Minuten, 27 und 48 Stunden 
bei 37° 9 bzw. 30 und 42°/, der urspriinglichen diastatischen 
Wirkung verloren. 


c) Vergiftung der Speichelamylase durch Formaldehyd. 
Versuchsrethe 35. 


5cem 28°/, Formalinlésung wurden bis zu 100 verdiinnt. 
Dieselbe Verfahrungsweise sowie dieselbe Enzymlésung wie im 
der Versuchsreihe 32 wurden angewandt. 


Nr. der Giftmenge Einwirkungs- K+103 Rel. Reakt.- 
Beilage Formalinlésung dauer Geschw. 
145 0 ccm 70 Minuten 12,0 100 
146 “Se © . 9,2 17 
147 a. -. 6,9 58 
148 Pn 4,3 36 
149 se .. 2,2 18 
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Die eigene Reduktionskraft des Formaldehyds wurde in 
derselben Weise wie im Versuche mit Phenylhydrazin (Ver- 
suchsreihe 5) beriicksichtigt. 

10 ccm Speichelamylase 8S, (Trockensubstanz 0,7 mg und 
Asche 0,2 mg per ccm) hatten nach einer EKinwirkungsdauer 
von 70 Minuten bei 37° in den Formaldehydlésungen der 
Normalitiiten 0,019, 0,047, 0,075 und 0,112 im Giftkolben, 
23 bzw. 42, 64 und 82°/, der urspriinglichen diastatischen 
Kraft verloren, und nach der graphischen Darstellung (Fig. 5) 
wurde das Enzym in einer 0,054 normalen Formaldehydlésung 
zur Hialfte inaktiviert. 
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d) Vergiftung der Speichelamylase durch Kupfersulfat. 


Versuchsrethe 36. 


1 g¢ Kupfersulfat wurde auf 1 Liter gelést (Lésung J). 
Hiervon wurden 10 ccm bis zu 100 ccm verdiinnt (Lésung ID). 
Zu 50 ccm 2°/,iger Starkelésung, 18 com Natriumacetatlésung 
(py = 6,4) und 1 ccm 0,17 normal Natriumcbloridlésung wurden 
variierende Mengen Kupfersulfatlésung bis zu emem Volumen 
von 78 ccm, alles von einer Temperatur von 37°, zugesetzt. 
2 ccm Speichelamylase S,; wurden zuletzt zugesetzt. Parallel- 
versuch ohne Gift. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXVII. 9 
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Nr. der Giftmenge 4 Rel. Reakt.- 
A > 10° 

Beilage Kupfersulfat Geschw. 
151 3 ecm Kupfersulfatlésung IT 7,6 67 
152 y S _ II 5,4 47 
153 ie : II 3,6 32 
154 2... : I 2,8 25 


Beim Parallelversuch ohne Gift war K-10°= 11,4 (Bei- 
lage 150). 

Die Konzentration der Kupfersulfatlésung in den ver- 
schiedenen Reaktionskolben ist 1,5-1075, 2,5-10—5, 4,5-107-5 und 
6,0-10~° normal, und nach der graphischen Darstellung (Fig. 6) 
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haben 2 cem Speichelamylase S, (Trockensubstanz 0,7 und 
Asche 0,2 mg per ccm) in einer 2,35-107° normalen Kupfer- 
sulfatlésung bei 37° die Hialfte ihrer diastatischen Kraft verloren. 


C. Die Abhingigkeit der Vergiftung von der Temperatur. 


I. Vergiftung der Speichelamylase durch Kupfersulfat 
bei verschiedenen Temperaturen. 


EKinwirkung der Temperatur auf die Inkubationszeit. 


In den Beilagen der letzten Versuchsreihe nehmen die 
Konstanten mit der Zeit ab. Dies deutet darauf hin, dab auch 
bei der Kupfersulfatvergiftung der Speichelamylase der Ver- 
giftungsverlauf eine gewisse Zeit erfordert. Um dieses Ver- 
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haltnis niher zu untersuchen, habe ich in den folgenden Ver- 
suchsreihen die Versuchsbedingungen etwas abgeiindert, indem 
ich das Gift teils direkt auf das Enzym ohne Anwesenheit 
von Stiirke habe wirken lassen, und teils die Kinwirkungs- 
temperatur variiert habe. 


Versuchsreihen 37—38. 
(Vergiftung bei 37° und 45°) 

Zu den Giftkolben, welche wihrend einer Stunde 25 ccm 
0,29 normal Natriumacetatlésung (py = 6,4), 15 ccm Speichel- 
amylase (Trockensubstanz 1 mg und Asche 0,1 mg per ccm), 
7,5 com 0,17 normal Natriumchloridlésung und 1,5 com Wasser 
enthalten hatten, wurde 1 ccm Kupfersulfatlésung I (vgl. Ver- 
suchsreihe 36) zugesetzt. In dem einen Kolben erfolgte die 
Vergiftung bei 37° (Versuchsreihe 37) und in dem andern 
bei 45° (Versuchsreihe 38). Nach 3, 7, 11 und 25 Minuten 
wurden Proben von 10 ccm fiir die Reaktionskolben aus- 
genommen, welche in den beiden Fallen bei einer Temperatur 
von 37° gehalten wurden und dieselben Lésungen wie in der 
Varsuchsreihe 1, jedoch mit py der Acetatlésung = 6,4, ent- 
hielten. Parallelversuche ohne Gift. 


Nr. der Einwirkungs- Einwirkungs- ; Rel. Reakt.- 
Beilage — temperatur dauer siltea Geschw. 

156 $7° 3 Minuten 8,3 67 

157 37° * » 7,5 61 

158 37° 11 ‘s 6,9 56 

159 87° 2% 5,9 48 

161 45° 3 4,3 35 

162 45° = 1,8 15 

163 45° 1, 1,0 s 

164 45° 25 0,6 5 


Bei den Parallelversuchen ohne Gift war bei 37° A-10°= 12,4 
‘Beilage 155) und bei 45° A-103= 12,2 (Beilage 160). 

15 cem Speichelamylase S, (Trockensubstanz 1 mg und 
Asche 0,1 mg per ccm) hatten also in einer Kupfersulfatlésung 
der Konzentration im Giftkolben 8,01-10—° normal und bei 
einer Temperatur von 37° nach 3, 7, 11, 25 Minuten 33 bzw. 


39, 44 und 52°/, ihrer urspriinglichen Effektivitat verloren; 
9* 
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in einer Kupfersulfatlésung dieser Konzentration aber yon 
einer Temperatur von 45” wurde die diastatische Kraft des 
Enzyms mit 65 bzw. 85, 92 und 95°/, vermindert. 

Aus diesen Versuchsreihen geht hervor, da8& die Ver- 
giftung der Speichelamylase durch Kupfersulfat mit der Zeit 
zunimmt, wie ich bereits in der Versuchsreihe 36 auf Grund 
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Fig. 7. 


der dort fallenden Reaktionskonstanten der Beilagen 151—154 
angedeutet und hinsichtlich der Malzamylase vorher mitgeteilt 
habe.) Weiter sieht man, daB die Vergiftungsgeschwindigkeit 
mit der Temperatur sehr kraftig wichst. Bei 37° wird in 
1,8, 7, 11 und 25 Minuten die gleiche Vergiftung wie bei 45° 
in 0,3 bzw. 0,6, 1,1 und 1,6 Minuten erreicht (Fig. 7). 


4 


') Diese Zs. Bd. 114, S. 61 (1921). 
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Versuchsreihen 39—A0. 


(Vergiftung bei 40° und 48°.) 


Dieselbe Verfahrungsweise wie in den Versuchsreihen 37 
bis 38. Die Vergiftungstemperaturen waren doch hier 40° 
(Versuchsreihe 39) und 48° (Versuchsreihe 40), und als Enzym- 
lésung wurde Speichelamylase S, angewendet. 
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Nr. der Vergiftungs- Einwirkungs- - apg. Rel. Reakt.- 
Beilage  temperatur dauer ate Geschw. 

166 40° 3 Minuten 12,4 75 

167 40° ae 11,6 70 

168 40° ee 11,2 68 

169 40° ae 10,7 65 

171 48° Ace 8,9 56 

172 48° ere 5,1 32 

173 48 ° oe 3,9 25 

174 48° 25 - 2,0 18 


Bei den Parallelversuchen ohne Gift war bei 40° A. 10° 
= 16,5 (Beilage 165) und bei 48° K-10 = 15,8 (Beilage 170). 

15 ccm Speichelamylase S, (Trockensubstanz 0,9 mg und 
Asche 0,1 mg per ccm) hatten also in einer Kupfersulfatlésung 
der Konzentration im Guiftkolben 8,01-10~° normal und bei 
einer Temperatur von 40° nach 38, 7, 11 und 25 Minuten 
25 baw. 30, 32, 35°/, ihrer urspriinglichen Effektivitit ver- 
loren; in einer Kupfersulfatlésung derselben Konzentration, 
aber von der Temperatur 48° war die diastatische Kraft des 
Knzyms mit 44 bzw. 68, 75 und 87°/, vermindert worden. 
Auch hier wichst die Vergiftung mit der Zeit und die Ver- 
giftungsgeschwindigkeit mit der Temperatur. Nach der graphi- 
schen Darstellung (Fig. 8) wird bei 40° in 2, 7, 11 und 
25 Minuten die gleiche Vergiftung wie bei 48° in 0,5 baw. 1,! 
1,3 und 1,6 Minuten erreicht. 


Versuchsrethen 41—42. 
(Vergiftung bei 20° und 25°.) 

Verfahrungsweise wie in den Versuchsreihen 37—38. Doch 
wurden hier nur 10 (statt 15) com Malzamylase 8, und eine 
gréBere Giftmenge, niimlich 1,5 (statt 1) com Kupfersulfatlésung 
angewendet, und die Vergiftungstemperaturen waren 20° (Ver- 
suchsreihe 41) und 25° (Versuchsreihe 42). 


Nr. der Vergiftungs- Einwirkungs- . Rel. Reakt.- 
Beilage — temperatur dauer A+ 10° Geschw. 
176 20° 3 Minuten 6,9 79 
177 20° : 2 6,7 11 
178 20° ae 6,8 78 
179 20° 6,5 15 
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Nr. der 
Beilage 


181 
182 
185 
184 


Vergiftungs- 


temperatur 


25° 
25° 
25° 
25° 


Einwirkungs- 


dauer 


oe 


( ” 
11 95 


25 a 


K-+10° 


6,2 
6,0 
5,6 


FF 
0,6 


tel. Reakt 
Geschw. 
65 
63 
59 


60 


129 


Bei den Parallelversuchen ohne Gift war bei 20° K- 10° 


= 8,7 (Beilage 175) und bei 25° K-10? = 9,5 (Beilage 180). 
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10 com Speichelamylase 8, (Trockensubstanz 0,85 mg und 


Asche, 0,15 mg per ccm) hatten also in einer Kupfersulfat- 
lésung der Konzentration im Giftkolben 1,20-10~* normal und 
bei einer Temperatur von 20° nach 3, 7, 11 und 25 Minuten 
21 baw. 23, 22 und 25°/, ihrer urspriinglichen Effektivitat 
verloren; in einer Kupfersulfatlésung derselben Konzentration, 
aber von der Temperatur 25°, war die diastatische Wirkung 
des Enzyms mit 35 baw. 37, 41 und 40°/, vermindert. Auch 


hier geht hervor, daB die Vergiftungsgeschwindigkeit mit 
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der Temperatur wiachst; andererseits aber kann man zwischen 
dem ersten und letzten Probenehmen eine Vermehrung der 
Giftwirkung mit nur 4—6°/, konstatieren (Fig. 9). 


II. Vergiftung der Malzamylase durch Mercuronitrat 
bei verschiedenen Temperaturen. 


Einwirkung der Temperatur auf die Inkubationszeit. 


Fersuchsreihen 43—44. 
(Vergiftung bei 37° und 45°.) 

Den Giftkolben, die 36 ccm Natriumacetatlésung (py = 5,05) 
und 4 ccm Malzamylase N enthielten, wurden 2 ccm der in 
den Versuchsreihen 17—18 angewandten Mercuronitratlésung 
zugesetzt. In dem einen der Kolben erfolgte die Vergiftung 
des Enzyms bei 37° (Versuchsreihe 43) und in dem anderen 
bei 45° (Versuchsreihe 44). Nach 3, 7, 11 und 25 Minuten 
wurden Proben fiir die Reaktionskolben wie in den Versuchs- 
reihen 37—38 ausgenommen. © 


Nr. der Vergiftungs- Einwirkungs- *. 10 Rel. Reakt.- 
seilage temperatur dauer Geschw. 

186 37° 3 Minuten 7,0 57 

187 37° a 6,3 51 

188 37° ie -/iS 5,7 46 

189 37° 2 ~~» 5,8 47 

191 45° ane 3,5 32 

192 45° Ce 3,0 28 

193 45° ee 3,1 28 

194 45° ee 2,9 27 


Bei den Parallelversuchen ohne Gift war bei 37° A- 10° 
= 12,4 (Beilage 185) und bei 45° K-10 = 10,9 (Bei- 
lage 190). 

4 ccm Malzamylase N (Trockensubstanz 0,61 mg per ccm) 
hatten also in einer Mercuronitratlésung der Konzentration im 
Giftkolben von 1,75-107* normal (2HgNO, + Aq) und bei 
einer Temperatur von 37° nach 3, 7, 11 und 25 Minuten 
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43 baw. 49, 54 und 53°/, ihrer urspriinglichen Effektivitat 
verloren; in einer Mercuronitratlésung derselben Konzentration 
aber von der Temperatur 45° wurde die Aktivitit des Enzyms 
mit 68 bzw. 72 und 73°/, vermindert. 
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Auch hier wichst die Vergiftung mit der Temperatur 
(Fig. 10), erfordert fiir ihr Eintreten jedoch eine sehr kurze 
Zeit, wie ich") bereits, betreffend AgNO,-Vergiftung der Malz- 
amylase, mitgeteilt habe. 





1) Diese Zs. Bd. 114, 8. 59 (1921). 
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Nr. der | 
—_ 


to 


as 


Beilage | 

















Be- 


merkungen 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 2 


Mittel: : 


g| le 
ws =] Wo = 
sPe SI. 
a i 
Versuchsreihe 1. 
7 | 31,8] 28 
15 154,9] 29 
30 | T1,5]° 25 
45 | 79,0] 22 
60 | 83,0] 21 
7|17,8| 14 
15 | 34,2] 14 
30 | 53,1 i4 
45 163,0] 12 
60 | 69,7] 12 
120 | 75,4] (7) 
488,71 11 
15 | 30,4] 12 
3 47,3] 11 
45 | 60,6] 11 
60] 71,5] 12 
120 | 79,2] (9) 
7/12,8] 10 
15 | 26,7 1} 
35 | 46,7 9 
45 | 55,1] 10 
60 |59,0] 8 
120 | 69,2] (6) 
Versuchsreihe 2. 
71 29,7] 26 
15 | 55,8} 29 
30 | 68,7] 22 
45 | 79,1] 23 
60 | 81,7] 20 
120 | 84,5 | (12) 
7 | 29,8] 26 
15 | 52,4] 26 
30 | 67,4] 21 
45 | 74,5] 18 
60 | 77,8} 16 
120 | 81,0] (9) 
7 126,6] 22 
15 | 45,2] 21 
30 | 64,1] 19 
45 173.0] 17 
60 7 75,7] 15 
120 | 79,4] 











Mittel: 


11 


10 


19 





oo 


11 


12 


14 











7 
15 
30 
4D 
60 

120 


7 
15 
30 
45 
60 

120 





32,5 
52,8 
67,9 
75,9 
80,0 


89,0 


27,4 
50,3 
65,6 
72,7 
76,3 
81,8 





K+-10° 


29 
27 
22 
19 
18 
(15) 


23 
25 
20 
17 
15 
(10) 





Be- 
merkungen 


Versuchsreihe 3. 


Mittel: 23 


Mittel: 206 


Versuchsreihe 4. 


7 
15 
30 
45 


7 
15 
30 
45 
61 

120 


15 
30 
45 
61 
120 


30 
45 
61 
120 





31,5 
50,6 
69,9 
74,0 


14,3 
20,7 
30,0 
38,5 
43,4 


) 
02,6 








~ 


Mittel: 23 


Mittel: 6,5 


Mittel: 5,3 


Mittel: 2.3 


Versuchsreihe 5. 





36,6 
52,5 
64,3 
70.6 
75,6 
79,7 
86,2 





28 
27 
29 
24 
19 
17 
(15) 





Mittel: 24 





der 





Ver 


15 


16 





19 


20 
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led i se] s| | - 
a = _ Bt a = Dis 
wets = | = ve|~s/Pe] 7 | Be 
a E sq | merkungen a 2 E .4 | merkungen 
suchsreihe 5 (Fortsetzung). Versuchsreihe 7. 
7 | 28,7] 25 23 71 31,3] 28 
15 | 49,8] 24 15 | 54,0] 238 
20 | 60,5 | 26 30 | 70,6 | 24 
30 | 68,3 | 22 45 1 78,1} 22 
46 | 72,2] 16 60 | 83,7 | 23 Mittel: 25 
60 | 78,5 | 16 : 
. 24 7 1 14,0] 10,8 
‘ »a}- OO ? ? 
120 | 83,8 | (11) | Mittel: 22 1 983} 113 
71 12,6] 9,6 = — ge 
15 | 24,6] 9,6 pt Leyes 
20 311 9 5 60 | 57,3 Pe 
30 |40,8| 91 120 | 61,5] 4,4] Mittel: 8,9 
46 1 50,9] 8,2 ee aren 
60 |5sa] 7.9 Versuchsreihe 8. 
120 | 67,8 5,4] Mittel: 8,5 25 9 | 37 2% 
15 | 55,7 | 29 
17) 11,6] 8,8 30 | 72,5 | 26 
15 | 222! 85 45 | 80,8 | 25 
30 | 39,6] 8,7 60 | 83,9 | 2: Mittel: 26 
46 | 49,7] 7,9 
60 | 56,2 7,4 26 9 | 34,3 | 24,0 
120 | 66,9} 5,2] Mittel: 7,8 15 | 47,1 | 22,4 
30 | 60,7] 17,1 
15 ]11,7] 4,2 45 | 71,6 | 16,4 
30 | 21,9] 4,2 60 | 76,4 | 14,9 
46 132.4] 4,4 120 | 81,6 | 9,8] Mittel: 17,4 
60 | 37,5] 4,1 
140 | 59,2] 3,5] Mittel: 4,1 27 9 | 20,3} 12,7 
Versuchsreihe 6. en oon ee 
71 40,3] 38 45 | 60,8 | 11,5 
15 | 61,9] 386 60 | 68,5 | 11,1 
30 | 77,5] 31 120 | 76,6 7,5] Mittel: 10,9 
60 | 84,3 | 24 | Mittel: 32 . 
7139,3| 37 Versuchsreihe 9. 
15 | 63,6 | 38 28 | 10 | 25,3] 14,8 
30 | 76,0} 29 15 | 34,8] 14,7 
60 | 83,0] 21 | Mittel: 31 20 | 44,0] 15,2 
* 25 | 50,9 | 15,1 
7 38,0 35 igi ’ p E 
1 Lean 80 40 | 62,6 | 13,6] Mittel: 14,7 
80 | 75,5] 29 
’ ‘ 9 
60 | 81,9] 20 | Mittel: 31 a9 = — sc 
5 =? b] 
71 30,8] 27 20 | 41,9 | 14,2 
15 | 48,6] 23 25 | 48.3 | 13,9 
30 | 66,0] 20 40 | 61,5 | 13,2] Mittel: 13,8 
60 | 79,5] 17 | Mittel: 22 
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35 


26 


manell 


Versuch 





10 
15 
20 
25 
40 


10 
15 
20 
25 
40 


10 
15 
20 
25 


40 


10 
15 
20 


25 


10 
15 
20 
25 


40 


10 
15 
20 
25 


40 


10 
15 
20 
25 
40 


10 
15 
20 
25 
40 


| 





sreihe 9 (Fortsetzung). 


24,3 
33,4 
42,2 
47,1 
61,8 


22,6 
32,1 
39,8 
45,1 
59,6 


26,2 
31,3 
43,4 
49,0 
63,5 


19,7 
27,2 
34,7 
42,6 


22,1 
29,5 
40,3 
47,8 
62,0 


14,5 
20,8 
27,6 
32,6 
46,7 


24,1 
35,2 
41,2 
52,4 
64,3 


10 
13,5 
16,7 
20,8 
30,4 


K-108 


i 

14,1 
13,9 
14,3 
13,4 
13,3 


13,0 
13,2 
13,2 
12,6 
12,4 


15,5 
12.8 
14,9 
14,3 
14,0 


11,1 
10,8 
11,0 
11,6 


12,6 
11,9 
13,4 
13,7 
13,4 


1,9 
1,9 
8.2 
8,1 
8,3 


14,0 
14,9 
13,8 
15,9 
14,4 


5,3 
4,9 
4.6 
4,6 
4,6 








Be- 
merkungen 


Mittel: 13,8 


Mittel: 12,9 


Mittel: 14,3 


Mittel: 11,1 


Mittel: 13,0 


Mittel: 8,1 


Mittel: 14,6 


Mittel: 4.8 


Nr. der 


38 


39 


40 


41 


43 


44 


Beilage | 











Minuten | 


15 
20 
25 


40 


15 
20 
25 
40 








2} < 
L_N. 
Arsucl 

23,2 | 13,4 
31,8 | 13,1 
41,3 | 13,9 
60,4 | 12,7 
18,7 | 10,4 
29,6 | 12,0 
37,4 | 12,1 
43,5 | 11,9 
58,1 | 11,8 
22,6 | 13,0 
30,8 | 12,6 
40,6 | 13,5 
45,7 | 12,8 
59,5 | 12,4 
10,7 3.8 
12.91 3,5 
16,4] 3,6 
23,7 | 3,4 





Be- 


merkun gen 


isreihe 10. 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: : 


Versuchsreihe 11. 


10 
15 
20 
25 
40 


10 
15 
20 
25 
40 


32,6 
42,7 
48,8 
60,8 


11,7 
18,9 
23,9 
28,1 
39,3 





13,6 
13,5 
14,5 
14,2 
12,9 








Mittel: 


Mittel: 


Versuchsreihe 12. 


10 
15 


30,7 
48,1 
58,8 
59,7 
68,2 
14,7 


28,8 
40,2 
58,3 
66,3 





72,8 


18,8 
19,6 
20,7 
19,9 
18,2 
15,2 


17,3 
17,8 
19,1 
17,1 
14,1 








Mittel: 


Mittel: 


aer 


13.3 


11,6 


13,7 
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i 2) ae Bees wr Es 
3 = a 5 = e- 3 .3)es| S Be- 
we} LFS y merkungen ssi Ss es , | merkungen 
Aa) 2] § | aai al si] 
Versuchsreihe 12 (Fortsetzung). Versuchsreihe 15 
46 10 | 16,9} 9,3 od | 10 | 22,5 | 12,9 
15 | 22,3] 8,5 15 | 82,9 | 13,7 
20 | 27.0] 8,0 20 | 41,0 | 13,7 
25 | 32,8 | 8,2 25 | 46,3 | 13,1] Mittel: 13,4 
36 | 40,1] 7,4 . 
55 | 49,1} 6,5 | Mittel: 3,0 56 | 10 | 21,7] 12,4 
15 | 32,4 | 13,4 
Versuchsreihe 13. 20 | 40,2 | 13,4 
25 o,¢ | 12 ittel: 13, 
én 15 180 12.9 25 | 45,7 | 12,8 | Mittel: 13,0 
30 | 48,3 | 11,6 57 | 10 | 23,2] 13,4 
45 | 56,4 | 10,0 ; 15 | 34,2 | 14,4 
60 | 62,7] 9,1 | Mittel: 10,7 20 | 42,4] 14/4 
25 | 47,8 | 13,7} Mittel: 14,0 
48 | 15 | 30,7 | 12,5 
30 | 47,6 | 11,4 58 » 10 | 24,2 | 14,1 
45 | 57,1 |10,2 15 | 35,0] 14,8 
60 | 63,2] 9,3 | Mittel: 10,9 20 | 43,4 | 14,9 
25 | 48,31 13,9] Mittel: 14,4 
49 | 15 | 29,5 111,9 a 
is [Soa [a es 
60 | 61,7] 8,8 | Mittel: 10,4 39 . ‘ 
‘ ; 25 | 42,6 | 11,6 | Mittel: 11,8 
Versuchsreihe 14. Versuchsreihe 16, 
50 | 15 | 27,8] 11,1 60 | 15 | 29.8 | 12,1 
3 44,6 | 10,3 30 | 49,4 | 12,0 
45 1531] 9,0 45 | 59,4 | 11,0 
60 | 59,4 | 8,2 | Mittel: 9,7 60 | 67,5 | 10,7 | Mittel: 11,5 
D1 15 | 28,5 | 11,4 61 15 | 28,8 | 11,6 
30 | 46,6 | 11,0 30 | 47,4 | 11,3 
45 | 56,6 | 10,0 45 | 61,0] 11,5 
60 | 64,1] 9,5 | Mittel: 10,5 60 | 69,0 | 11,2 | Mittel: 11,4 
52 | 15 | 30,6 | 12,0 62 | 15 | 28,0 | 11,2 
30 | 48,5 | 11,7 30 | 46,3 | 10,9 
45 | 59,4 | 11,0 45 | 59,3 | 10,9 
60 | 67,6 |10,7 | Mittel: 11,4 60 | 67,8] 10,8 | Mittel: 11 
53 | 15 | 28,6 | 11,5 63 | 15 | 27,0 | 10,7 
80 | 45,6 | 10,7 3O | 48,4 | 11,7 
45 | 58,1] 10,5 45 | 57,0] 10,2 
60 | 65,0} 9,8 | Mittel: 10,6 60 | 65,5 | 10,0 | Mittel: 10,7 
54 | 15 | 24,2] 9,4 64 | 15 | 28,4] 11,4 
30 | 41,0] 9,2 30 | 48,1 | 11,6 
45 149.8] 8,1 45 155,8] 9,8 
60 | 57,1] 7,7 | Mittel: 8,6 60 | 66,1 | 10,2} Mittel: 10,8 
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6 @ | ee ae + @ =| vee © oe 
S218] 08] S Be- Sel el eod] S Be- 3. 
so] ££] 8S] . | merkungen sal «| &3 | merkungen oy 
7.0 ss 3 7 (0 S Ri vA, 
Versuchsreihe 16 (Fortsetzung). 73 6 | 10,3] 12 \ 
65 | 15 [26,1 | 10,3 ehatt 3 
30 145.7 | 10,7 24 lissl| 6 8: 
45 1540 | 93 , lea 
60 |64,0 | 9,5] Mittel: 10 oo 128287 5} Mitel: 8 
Versuchsreihe 17. Versuchsreihe 19. 
66 | 6 [27,9 | 37 8: 
12 |43,8 36 74 12 | 40,2 | 31 
18 |51,1 | 32 18 | 45,3] 25 
24 155,7 | 29 24 | 52,3] 25 
80 157,¢ 25 | Mittel: 32 30 | 56,9] 24 | Mittel: 25 
84 
67 6 }27,5 36 75 12 | 39,8 | 30 
12 }43,1 35 18 | 45,9 | 26 
18 [50,9 | 31 24 | 50,0] 23 
24 155,4 28 30 | 55,1 | 22 Mittel: 25 
30 |57,3 | 25 | Mittel: 31 ie 
16 | 12 | 84,6] 25 
68 6 | 26,5 34 18 | 41,4 | 22 85 
12 |42,8 34 24 | 44,9] 19 
18 [48,5 | 28 30 | 49,0] 17 | Mittel: 21 
24 452,0 25 i 
30 152,6 | 20 | Mittel: 28 (ep 12 | 24,4 7 16 f 
| 18 | 30,1] 14 B86 
69 6 ]21,6 | 27 24 1 33,7] 12 3 
12 |32,1 | 22 30 | 36,8] 11 | Mittel: 13 4 
18 |37,1 | 18 x : 
el, er er 18 | 18,61 7,5 ™ . 
30 42,2 Mittel: 19 o4 fave] 71 87 
70 6 | 9,3} 10 30 | 26,0] 6,7] Mittel: 7,5 : 
12 11,2 | 6 7 
18 112.9 5 y eee M 
24 1133 4 Versuchsreihe 20. : a 
30 | 16,2 4 | Mittel: 6 79 | 12 | 41,0] 32 a 
Versuchsreihe 18. a a: “7 
a 6 [26,7 | 35 30 | 55,4] 23 | Mittel: 26 a 89 
12 1422 | 33 PS 
i8 150,6 | 31 so | 12 | 36,4] 27 
24 |57,3 31 18 | 42,7] 23 
30 [59,4 | 27 | Mittel: 31 24 | 47,2] 20 : 
30 | 50,5 | 19 Mittel: 22 : 90) 
72 | 6 19,8 | 24 ; 
12 }|31,4 22 81 12 | 35,5 | 26 
18 |38,1 | 19 18 | 41,0] 21 4 
24 141,3 | 16 24 | 45,1] 19 —Cchr 
30 143,6 14 | Mittel: 19 380 | 48,4 | 17 Mittel: 21 ee 




















3) Nach Bertrands Tabelle approximiert. 






























































Uber Vergiftungserscheinungen an Amylasen. 137 
vel g1 “1 2 wel |< 
32/5] e8| = Be- Sale| Ms] = Be- 
om =| , ° oom = * 
e8| § E tq =| merkungen aS = E ‘a | merkungen 
Versuchsreihe 20 (Fortsetzung). 92 7 123.5 | 19 
10 | 31,4] 19 
82 12 | 31,7 | 22 13 | 37,4] 19 Mittel: 19 
18 | 88,1 | 19 
24 414 16 93 7 | 22,1 18 
30 | 44,0] 14 | Mittel: 18 10 | 27,9} 17 
13 | 36,1] 18 | Mittel: 18 
83 | 12 | 26,7] 17 ; 
18 | 32,4] 15 94 7 | 10,5 7,9 
24 | 35,1 | 1: 10 7 14,2) 7,77 ; 
30 | 38,3] 11 | Mittel: 14 13 | 18 7,7} Mittel: 7,8 
4 | 12 | 24,2] 15 ; 
18 | 28,7] 13 Versuchsreihe 23. 
24 | 32,5] 11 - : 
‘ . 95 15 | 29,2] 11,8 
34.3 ]: 12 ’ ’ 
30 | 34,3] 10 | Mittel: 1 a rie ae 
‘ 45 | 58,3 1 10,6 
Versuchsreihe 21. ? je : 
ersuchsreihe 21 60 | 64,0] 9,5 | Mittel: 10,7 
85 | 12 | 41,9] 33 
eh bog f+ 96 | 15 | 28,7] 11,5 
24 | 53,4 | 26 30 | 47,3 | 11,3 
30 | 57,3 | 25 Mittel: 28 45 | 59,2 | 10,9 
| 60 | 65,3 | 9,9 | Mittel: 10,9 
86 | 12] 21,9] 14 
5 5) 
oh oud Bee 97 | 15 | 27,5 | 10,9 
al eee nd Ha 30 | 48,0 | 11,5 
t 32, 9 Mittel: ’ Z 
30 | 32,0 Mittel: 11 a ines! as 
87 12 | 12,8 7,3 60 | 63,2 | 9,3 | Mittel: 10,4 
18 | 17,2 6,8 
242161 6,7 93 | 15 | 28,0] 11,2 
30 | 24,8] 6,3] Mittel: 6,8 30 | 46,7 | 11,0 
45 | 57,9 | 10,5 
Rg 18] 12,0] 4,5 60 | 64,9] 9,8] Mittel: 10,6 
24117,0] 5,0 
30 | 20,2 | 4,9] Mittel: 4,8 
; | Versuchsreihe 24. 
89 24 110 2,8 
30 | 12 2,7] Mittel: 2,8 99 | 15 | 28,4 | 11,4 
30 | 47,5 | 11,3 
Versuchsreihe 22. 45 | 57,8 | 10,4 
| 60 | 62,6] 9,1 | Mittel: 10,6 
9 | 71 43,9] 48 
10 | 53,0 | 40 
i . a ’ 100 15 | 27,0 | 10,7 
13 | 59,8] 38 | Mittel: 40 30 | 46°5 | 11:0 
91 7 | 33,2] 30 45} 55.5) 9,7) 
10 | 41,5 | 28 60 | 61,9] 8,9] Mittel: 10,1 
13 | 47,5] 26 | Mittel: 28 
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der 


Nr. 


101 


102 


103 


104 


106 


107 


Beilage | 








29,8 
41,9 
56,1 
66,2 
71,4 
76,5 


31,5 
38,9 
55,0 
64,7 
69,2 
78,8 


30,8 
46,9 
60,1 
69,7 
74,0 
81,5 


12,9 
20,7 
30,0 
38,9 
48,5 
56,3 


54,2 
71,5 
78,8 
80,8 


Versucl 


‘suchsreihe 25. 








merkungen 


; 18 


ol 
. 
or 


; 41 


Mittel: 29 





Nr. der 
_ Beilage | 


—— 
co) 
io 8) 


109 


110 


111 


112 


113 


114 


t 
. Minuten | 








a 
oo 


24 


~ 


co he 
Co 


10 


> 


51D = 
mm oO 


oe 
ow 


45 


for) 
i) 


— 
oom 


24 


oo > 
oon 


et 
oo 


24 


aun 
—_ 
w 











Be- 


merkunge 


Mittel: 2 


Mittel: ‘ 


Mittel: 


Mittel: 3: 


Versuchsreihe 27. 


16 
24 
33 
45 


~ 


‘ 
16 
24 
33 
45 

7 
16 
24 
33 
45 


7 
16 
24 
33 
45 





12,4 
26,0 
37,2 
46,4 
57,0 
22.9 
47,0 
60,2 
69,5 
75,0 


17,0 
30,8 
45,3 
56,3 
65,8 


31,0 
53,0 
59,3 
68,4 
68,6 


2% 
25 
21 





9,5 
9,6 
10,0 
9,9 
10,2 


19 


21 
21 
21 


19 


13,4 
11,8 
13,2 
13,6 
13,5 


ee 


- 


17 


15 





Mittel: ‘ 


Mittel: 2 


Mittel: 


Mittel: 





-1 
2 


« 
~ 
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Nr. der 
Beilage 


Versuchsreihe 27 ( 


116 


— 


Li 


119 


120 


12] 





20 
25 
35 
50 

















ws] S Be- 
G td 2 k 
3] te | merkungen 
gs aaettng 
Fortsetzung). 
34,5] 31 
54,1 | 26 
62,0 | 23 
66,5 | 19 
70,6] 16 | Mittel: 23 
arsuchsreihe 28. 
23,5) 7,5 
31,1] 7,3 
40,0] 7,8 
48,6] 7,8 
57,4] 7,7] Mittel: 7,6 
10,0] 2,9 
13,6] 2,8 
19,0} 3,1 
24,4 | 3,2 
27,8 | 2,8] Mittel: 3,0 
14,8] 1,8 
18,6| 1,7] Mittel: 1,8 
12,6] 1,5 
17,2} 1,6] Mittel: 1,6 
43,8 | 16,9 
55,0 | 16,5 
64,9 | 17,3 
70,3 | 15,7 | Mittel: 16,6 
rsuchsreihe 29, 
24,5 | 14,3 
35,2 | 14,9 
44,9 | 15,6 
52,2 | 15,8 
64,5 | 16,6 
76,1 | 17,7 | Mittel: 15,8 
25,6 | 15,0 
36,4 | 15,7 
48,3 | 17,4 
53,9 | 16,6 
65,8 | 17,3 
76,9 | 18,3 | Mittel: 16,7 
25,7 | 15,1 
35,7 | 15,2 
48,1 | 17,8 
54,7 | 17,0 
65,7 | 17,2 
76,4 | 17,9 | Mittel: 16,6 
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127 


128 


130 


131 


132 


{ 
| 
| 
/ 
' 


10 
15 
20 
25 
35 
50 


10 
15 
20 
25 
35 
50 





‘ 





10 
15 
20 








CXVIL. 


me | 
| Zucker X 


11,2 
16,3 
20,6 
24,3 
31,5 
38,8 
54,6 


10,6 
13,0 
17,5 
21,3 
32,6 


11,7 
16,8 
19,6 
32,1 


10,6 
14,2 
16,6 
27,1 


21,8 
23,8 
40,0 
56,1 


20,2 
25,0 
29,8 
53,4 








K+ 10° 


14,6 


14,8 
16,4 
15,7 
16,5 
16,6 


13,9 
14,6 
15,3 
15,4 
15,0 
14,8 











Be- 
merkungen 


SEATS 


Mittel: 15,8 


Mittel: 14,8 


30—31. 


Mittel: 5,8 


Mittel: 2,8 


Mittel: 2,5 


Mittel: 2 


Mittel: 5 


Mittel: 5,7 













































































140 Urban Olsson, 
at“. % wo] ef se 
Se) Shoe} S| Be SS] Blas] ] Be 
Che & | eS Ny merkungen a ‘D & E e het merkungen 
FiO & N Z Ss RS ; a 
Versuchsreihe 32. 142}10 | 19,8 | 11,1 
15 | 26,8 | 10,6 
133 | 15 | 29,6 | 12,0 25 | 42.6 | 11,6 
25 | 44,7 | 12,4 40 | 57,8 | 11,7 
40 } 57,7 | 11,7 60 | 67,2] 10,6} Mittel: 11.) 
60 | 69,0 | 11,2] Mittel: 11,8 
| ; 143] 10 | 18,9 | 10,6 
134 id | 28,5 | 11,4 15 26.6 | 10.5 
25 | 42.6 | 11,6 40 | 55,9 111 
40 56,6) 1137 60 | 66,4 | 10,3} Mittel: 10,6 
60 | 67,8 | 10,8] Mittel: 11,3 
135 | 10 | 20,0] 113 667 09 1 38h) SP 
15 | 18,8] 7,0 
15 | 24,9 | 10,9 : 
25 | 268] 6,4 
25 | 42,0] 11,4 oe 
40 | 40,6] 6,8 
pode Dediad Ahage 60 | 54,9] 71] Mittel: 6. 
60 | 68,2} 10,9 | Mittel: 11,2 i oni 
136 | 15 | 27,0 | 10,7 Versuchsreihe 35. 
25 | 41,7] 11,2 
40 | 54,6 | 10,6 145 | 5,5] 18.2 | 12,9 
60 | 66,7 | 10,4 | Mittel: 10,7 10 | 19,7] 11,1 
* ie 16 | 80,1 | 11,4 
Versuchsreihe 33. 24 | 43,5] 12,4] Mittel: 12,0 
187] 10 | 20,2] 11,4 
15 | 31,1 | 12,7 146] 10 | 15,4] 8,4 
25 1 43,1] 11,8 16 | 25,7] 9,4 
40 | 58,7] 12,1 24 | 36,7] 9,8 
60 | 70,5 | 11,9] Mittel: 12,0 30 | 41,5] 9,3] Mittel: 9,2 
25 | 39,9 | 10,6 , 
pe 24 | 28,7] 7,2 
40 | 55,5 | 10,9 30 138401 71 
60 | 68,1 | 10,9 | Mittel: 10,9 36 1 37,5 68 Mittel: 6,9 
139 | 10 | 19,6 | 11,0 
15 | 27,1 | 10,7 148] 24 1180] 4,2 
40 | 56,4 | 11,2 80 | 21,0] 4,0 
60 | 67,7 | 10,7 | Mittel: 10,9 36 | 27,5] 4,6} Mittel: 4,3 
140 | 10 | 16,57 9,0 149] 24 | 10,2] 2.2 
15 | 22,3] 8,5 ; 
Hs 30 | 12,3} 2,2 
pe eg Bo 36 | 14,0] 2,1] Mittel: 2,2 
40 1464] 8,1 , ’ 
60 | 59,6] 8,3] Mittel: 8,4 
Versuchsreihe 34. Versuchsreihe 36. 
141 | 10 | 19,9] 11,2 15010 | 20,7 | 11,7 
15 | 27,3] 108 15 | 26,8 | 10,6 
25 | 44.3 | 12,8 25 | 41,3] 11,1 
40 | 59,6 | 12,4 40 1594] 12,3] _ 
60 | 70,3} 11,8 | Mittel: 11,7 60 | 68,7 | 11,1 | Mittel: 11,/ 
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‘ol uel & 
i © a ” 
Se] el Ms] s Be- 
se} £]8 0] @ | merkungen 
4 s 
AM, =| § 
Versuchsreihe 36 (Fortsetzung). 
ist | 10 | 15,0] 8,2 

15 | 20,4] 7,7 

25 | 30,8] 7,5 

40 | 45,3] 7,1 

60 | 56,9] 7,6] Mittel: 7,6 
152] 10 112,5] 6,7 

15 | 15,8] 5,8 

25 |24,5]| 5,7 

40 | 31,8] 4,9 

60 | 37,7] 4,1] Mittel: 5,4 
in3} 15 ] 11,21 4,0 

25 |16,1] 3,5 

40 | 23,9] 3,5 

60 | 32,0] 3,3] Mittel: 3,6 
154] 25 | 13,3] 2,9 

40 | 20,1] 2,8 

60 | 26,6 | 2,6] Mittel: 2,8 

Versuchsreihe 37. 
155] 15 | 29,4] 11,9 

20 | 37,8 | 12,8 

25 | 44,7 | 12,4 

30 | 50,1 | 12,3] Mittel: 12,4 
in6 | 15 | 22,4] 8,6 

20 | 27,0} 8,0 

25 | 34,2] 8.6 

30 | 36,9] 7,9] Mittel: 8,3 
1s7] 15 | 19,4] 7,3 

20 | 26,3] 7,8 

25 | 30,87 7,5 

30 | 34,7] 7,3] Mittel: 7,5 
to8 1 15 17,5] 6,5 

20 | 25,3] 7,4 

25 | 27,7] 6,6 

30 | 33,5 | 7,0} Mittel: 6,9 
159] 15 | 15,3] 5,6 

20 | 19,7] 5,5 

25 125,71 6,0 

30 | 30,8] 6,3] Mittel: 5,9 




















| der 
Beilage 


} 
| 


Nr. 


160 


161 


162 


163 


164 


165 


166 


167 


168 


169 








15 
20 
25 
30 


15 
20 
25 
30 


45 
60 
90 


60 
90 
120 


90 
120 


27,8 
36,0 
45,9 
51,8 


11,7 
15,8 
20,2 
21,9 


14,7 
19,7 
26,9 


11,5 
16,7 
20,0 


10 
12 





K-108 


Versuchsreihe 38. 


0,6 
0,5 


Be- 


merkungen 





Mittel: 


Mittel: 


Versuchsreihe 39. 


15 
20 
25 
30 


15 
20 
25 
30 


15 
20 
25 
30 


15 
20 
25 
30 


15 
20 
25 
30 





36,1 
46,7 
54,5 
60,9 


30,1 
38,4 
43,8 
51,7 


28,8 
36,1 
41,8 
49,4 


27,8 
35,0 
40,7 
48,9 


27,2 
34,4 
39,1 
45,9 





15,4 
16,6 
16,9 
17,2 


12,2 
12,5 
12,1 
12,9 


11,6 
11,6 
11,3 
12,0 


11,1 
11,1 
10,8 
11,8 


10,8 
10,8 
10,3 
10,8 
10* 


Mittel: 





Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


12,2 


4,3 


1,8 


1,0 


0,6 





16,5 


12,4 


11,6 


11,2 


10,7 
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172 


173 


L175 


176 


179 











al -K 
=] 05 
&| aS 
=| & 








on 

o 
Lom 
Moe 
a 





Be- 


merkungen 


Mittel: 


Mittel: | 


Mittel: 


Mittel: 


Mitte}: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


15 | 35,9 | 15,3 
20 | 44,6 | 15,0 
25 | 52,9 | 16,1 
80 | 59,9 | 16,7 
15 | 28,4] 9,0 
20 | 29.0] 3,7 
25 | 34,4] 8,7 
30 | 41,0] 9,2 
15 | 13,5] 4,9 

01188] 5,3 
25 1225] 5,2 
30 | 26,0] 5,1 
15 | 11,0] 3,9 
20 | 14,6] 4,0 
25 | 17,8] 4,0 
30 |19,7] 3,7 
30 | 11,0] 2,0 
60 | 22,5] 2,2 
90 | 23,5] 1,9 
Versuchsreihe 41. 
15 | 20.0] 7,5 
20 | 28,6] 8,6 
25 | 38,2] 9,3 
30 | 41,2] 9,2 
15 ]17,1] 6,3 
20 | 24,3] 71 
25 | 28,9] 7,0 
30 | 34,4] 7,2 
15 | 16,6] 6,1 
20 | 23,8] 6,9 
25 128,71 6,9 
30 | 32,4] 6,7 
15 | 16,5] 6,0 
20 | 24,2] 7,0 
25 | 29,0] 7,0 
30 | 34,1] 7,2 
15 | 16,5] 6,0 
20 | 23,4] 6,8 
25 | 28,2] 6,8 
30 | 31,6] 6,5 











15,8 


6,9 


6,5 





Nr. der 
| Beilage 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


186 


188 


189 

















Be- 


merkungen 


hsreihe 42. 


Mittel: 9, 


Mittel: 


Mittel: 


Mittel: 


6,0 


Mittel: 5.7 


Mittel: 


Mittel: 7 


Mittel: 


Mittel: 


Mittei: | 


al «I. 
ei o 
“elaa| = 
=| ss] ™ 
o N 
Versue 

15 | 24,5] 9,5 
20 1304] 9,3 
25 136,81 9,5 
30 | 42,1] 9,5 
15 117,5] 6,5 
20 | 21,4] 6,1 
25 | 25,41 6,0 
30 | 29,9] 6,1 
15 |17,2] 6,3 
20 | 21,1] 6,0 
25 | 25,2] 5,9 
30 | 28,8] 5,8 
15 | 16,0] 5,8 
20 | 19,9] 5,6 
25 | 24,2] 5,5 
80 | 27,5] 5,5 
15 | 16,2] 5,9 
20 | 20,7] 5,9 
25 | 24,2] 5,5 
30 | 28,0 5,6 
Versuchsreihe 43. 
15 | 30,5 | 12,4 
20 | 39,2 | 12,9 
25 | 44,2 | 12,5 
30 | 48,9 | 11,8 
15 | 17,3 6,4 
20 | 23,7 6,9 
25 | 30,0] 7,3 
30 | 34,6] 7,3 
15 | 16,8 6,2 
20 |} 21,7 6,2 
25 |27,0] 6,4 
30 | 31,8] 6,5 
15 1160] 5,8 
20 1 19,6] 5,5 
25 124.6] 5,7 
30 | 28.21 5,6 
15 | 16,0 5,8 
20 | 20,3 5,8 
25 }25,6] 6,0 
30 | 28,3] 5,7 
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i el x 
§ b £] oe] 2 Be- Stl 2) oe] 2 Be- 
— ws = ~~ 
a3 bat a3 \ | merkungen sal 2) 83 e merkungen 
am) S| & Za! =) § 
Versuchsreihe 44. 192] 20 | 11,2} 3,0 
25 | 13,7] 3,0 
190 | 15 | 26,9 | 10,6 30 | 16,6 | 3,0] Mittel: 3,0 
20 | 35,4 | 11,3 
25 | 41,4] 11,1 193 | 20} 11,6] 3,1 
30 | 44,8] 10,4 | Mittel: 10,9 25 1140} 3,0 
30 117,21 3,2] Mittel: 3,1 
i9t | 15 } 10,0] 3,5 
20 1 12,6] 3,4 194] 20 | 11,0] 2,9 
25 | 15,7 3,4 25 1 13,3} 2,9 
30 | 19,0] 3,5] Mittel: 3,5 30 | 15,2] 2,8] Mittel: 2,9 
Zusammenfassung. 


1. Das Aciditiitsoptimum meiner Speichelamylase bei 
gleichzeitiger Anwesenheit von Natriumchlorid und Natrium- 
acetat wurde zu py = 6,4 festgestellt (S. 120). 

2. Die fiir die Aktivierung meiner Speichelamylase ge- 
eigneten NaCl-Konzentrationen habe ich durch eigene Ver- 
suche ermittelt (S. 119). 


3. Die Vergiftung der Malz- und Speichelamylasen nimmt 
gewohnlich mit der Zeit zu, was aus der untenstehenden 
Tabelle deutlich hervorgeht. Doch gibt es in dieser Hinsicht 
groBe Verschiedenheiten; so wichst die Kupfersulfatvergiftung 
mit der Zeit sehr rasch und erreicht ihr Maximum schon in 
'/, Stunde (Fig. 7), wihrend z. B. bei Hydroxylamin, Ammonium- 
molybdat, Natriumwolframat und Anilin die Vergiftung sehr 
langsam fortschreitet. Bei Mercuronitrat (S. 131) ist die Ver- 
giftung momentan und vielleicht auch bei Jod (S. 93). 


4, Die Abhingigkeit der Vergiftung von der Tem- 
peratur ist fiir zwei Fille, naimlich fiir Speichelamylase mit 
Kupfersulfat (S. 124) und fiir Malzamylase mit Mercuronitrat 
(S. 130) untersucht worden (Fig. 7—10). 


5. Die Giftempfindlichkeit der Speichelamylase ist 
geringer als die der Malzamylase (Tabelle); dies liefert einen 
neuen Beweis der Verschiedenheit dieser Enzyme. 
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Enzyin 


Malzamylase 


7? 


”? 


Speichelamylase 


Malzamylase 


Speichelamylase 





Gift 


Jod 
Phenylhydrazin 
Hydroxylamin 
Semicarbazid 
Na, SO, 
Cyankalium 
H,N-Molybdat 
Na-Wolframat 
Natriumfluorid 
Leucin 
Alanin 
Kupfersulfat 
Jod 
Anilin 
Formaldehyd 


Uranylsulfat 
Eisenchlerid 
Zinksulfat 
Mercuronitrat(2 HgNO,+Aq.) 
Mercurochlorid (Hg,Cl,) 
Mercurichlorid 
Formaldehyd 
Kupfersulfat 


Die molekularnormale 
Konzentration des Giftes 
im Giftkolben, 
auf 1 mg organ. Trocken- 
substanz des Enzyns 
berechnet 


1,39-1077 
4,81-10-4 
7,98+10—4 
4,45-10-5 
9,03+10—-4 
2,14+10—4 
3,04-10—9 
6,03-10—+ 
8,0 «10-9 
5,48+1078 
2,80-10-2 
5,93+10—6 
3,20+10-8 
5,16+1073 
1,08-10-2 


Die molek»larnormale 
Konzentration des Giftes 
im Reaktionskolben, 
auf 1 mg organ. Trocken- 

substanz des Enzyms 

berechnet 


6,44+10—-¢ 
6,16-10—-8 
88 +1072 
1,78-1077 
2,13-10-7 
6,04-1078 
6,87-10-° 





2.35+10-5 


Kin wirkungsdauern 


is e 


10 Min., 80 Min., 21 St. 
10 Min., 40 Min., 6 St. 
80 Min., 16, 23, 43 St. 
10 Min., 4, 32 St. 
10 St. 
10 Min., 20 St. 
15 Min., 3, 9, 22, 52 St. 
10 Min., 5, 23 St. 
5 St. 
26 St. 
30 Min. 
3, 7, 11, 25 Min. 
11 Min, 17, 38 St. 
70 Min., 27, 48 St. 
70 Min. 








Verminderung 

der Aktivitit 

des Enzyms 
in %, 

48, 56, 60 
72, 77, 90 
8, 65, 67, 83 
8, 3, 31 
64 
33, 58 
6, 6, 22, 38, 67 
13, 72, 100 
3 
5 
100 
33, 39, 44, 52 
52, 57, 64 
9, 30, 42 
50 


57 
11 
13 
50 
50 
61 
50 
50 





| 
| 


Be- 


RRRRRRRRRNRL RETR TR 


° + . 


RNNL DMN TL: 


| merkungen 


' 


103 
105 
106 
108 ° 
110 
111 
122 
124 
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6. Es wurde bestitigt, daB die Jod- und Fluorionen die 
Malzamylase nicht vergiften (S. 104). 

7. Hisenchlorid (jedoch nicht Zinksulfat) scheint bei 
niedrigeren Konzentrationen ein schwacher Aktivator der Malz- 
amylase zu sein; bei héheren vergiften sie (S. 105 und 8. 106). 

8. Fiir die in angegebener Weise gereinigten Malz- 
amylaselésungen von genau bestimmtem Gehalt an organischer 
Substanz wurden quantitative Vergiftungsversuche mit Aldehyd- 
reagenzien und Oxydationsmitteln gemacht (S. 97 und 
S. 101). Mit Speichelamylase wurde Anilin untersucht (S. 121). 
Freies Jod vergiftet Malz- wie Speichelamylase sehr kriaftig 
(S. 93 und $8, 120). Anilin und Natriumthiosulfat regene- 
rieren jodvergiftete Malzamylase nicht (S.96 und S. 95). 
Auch mit Formaldehyd wurden quantitative Vergiftungs- 
versuche an definierter Enzymlésung angestellt (S.112 und 
S. 122). Die Diskussion iiber die aus den Versuchen zu 
zichenden Schliisse (Vorkommen von Aldehyd-, Aminogruppe und 
Doppelbindung) behalte ich mir fiir die nachste Mitteilung vor. 

9. Durch Dialyse wird der Speichelamylase ein Akti- 
vator entzogen, welcher im wesentlichen aus den zur diasta- 
tischen Wirkung erforderlichen Salzen besteht (S. 115—117). 

10. Auf die Verwendbarkeit der Vergiftung zur Be- 
stimmung sonst analytisch nicht meBbarer, minimaler Mengen 
von Schwermetallsalzen wurde besonders aufmerksam gemacht 
(S. 107—109). 
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Notizen iiber Cholesterin. 


Von 


A. Windaus. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitadtslaboratorium in Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1921.) 


Auf den folgenden Seiten stelle ich eine Reihe von Ver- 
suchen zusammen, die beim Studium des Cholesterinabbaues 
gelegentlich vorgenommen, aber bis jetzt nicht weiter verfolgt 
worden sind. Ich verdéffentliche diese Beobachtungen nur 
darum, weil vielleicht die eine oder die andere den auf diesem 
Gebiet Forschenden niitzlich sein kann. 


I. Uber die Konstitution der Saiure C,,H,,0,') aus Cholestan- 
4,7-dion, bearbeitet von Harry Grimmel. 


Aus dem Cholesterin (Formel 1) laBt sich auf verschiedenen 
Wegen das Cholestan-4,7-dion (Formel 2) darstellen. Dieses 








CisHy, CisH 3, 
| oho . < 
CHL ard 
H,C b.__+4, > HC? C———, 08k, 
ZF af | | | 
H,C CH CH H.C* *CH ‘CO 
ts tl ia ln, il 
CHOH U Go GH, 
Cholesterin (Formel 1) Cholestan-4,7-dion (Formel 2) 


Diketon gibt bei der Oxydation mit Chromsaureanhydrid eine 
Ketodicarbonsaure C,.H,,0,, fiir welche die Formeln 3 oder 4”) 





1) Chem. Ber. Bd. 36, S. 3756 (1903). 
*) Die der Formel 4 entsprechende Siure ist inzwischen ebenfalls 
bekannt geworden. [Chem. Ber. Bd. 54, S. 1061 (1921)]. 





Notizen iiber Cholesterin. 147 








C,,H,, C,H, 
| - | races 
o +f CH / 
a 4 ee, mae 
H,C C——CH, oder H.C 0——COOH 
| | | 
HOOC CH CO H,C CH COOH 
Dic, i en atllite d 
COOH CH, CO CH, 
Siiure C,,H,,0, (Formel 3) (Formel 4) 


in Betracht kommen. Von diesen ist Formel 3 von vornherein 
wahrscheinlicher, weil nach mehrfachen Erfahrungen der Ring | 
von Chromsiureanhydrid leichter und glatter aufgesprengt wird 
als Ring II. Um einen sicheren Beweis fiir die Formel 3 zu 
finden, haben wir in der Ketosiure C,,H,,0O, die Ketogruppe 
durch die Methylengruppe ersetzt und sind so zu einer Siure 
C,,H,.0, (Formel 6) gelangt, die schon friiher durch Oxydation 
des Dihydrocholesterins (Formel 5) erhalten worden ist und 
demgemiB bestimmt durch Offnung des Ringes I entstanden ist.:) 








C7. Cis, 
| ee | 
CH / CH 
re < Pa - * ~ S 
HC C———CH, anes H.C C——CH, . 
| | | | | | 
H,C CH CH, HOOC CH CH, 
i P tin ei 
CHOH CH, COOH CH, 
Dihydrocholesterin (Formel 5) Siure C,,H,,0, (Formel 6) 


Die Reduktion der Carbonylgruppe in der Saure C,,H,,0, 
haben wir zunachst nach der Methode von Clemmensen ver- 
sucht, ohne indessen auf diesem Wege zum Ziel zu gelangen.’) 


') Chem. Ber. Bd. 47, S. 2387 (1914). 

*) Auffallend ist es, daB ein Stereoisomeres der Siiure C,,H,,O, 
sich ganz anders verhilt: die Siiure C,,H,,O,, die durch Reduktion der 
Siiure C,,H,,0,, einem Oxydationsprodukt der Dielssiiure entsteht [Chem. 
Ber. Bd. 41, S. 615 (1908)] liBt sich sehr leicht nach Clemmensen zu 
einer Siure C,,H,,O, reduzieren. Worauf dieses verschiedene Verhalten 
der beiden Stereoisomeren [iiber die Art der Stereoisomerie vgl. Chem. 
Ber. Bd. 52, S. 170 (1919)] beruht, ist nicht leicht verstiindlich. Ubrigens 
liefert die Siure C,,H,,O, mit methylalkoholischer Schwefelsiiure einen 
neutralen Ester, wihrend die stereoisomere unter denselben Bedingungen 
einen sauren Ester ergibt. 
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Wir haben dann das Verfahren von L. Wolff?) ein- 
geschlagen und das Semicarbazon der Ketodicarbonsiure mit 
Natriumathylat zerlegt. 

Das noch unbekannte Semicarbazon wurde in der iiblichen 
Weise mit Semicarbazidhydrochlorid und Natriumacetat  be- 
reitet; es krystallisiert in feinen Nadeln und schmilzt bei 240°. 
Es wurde mit trockenem Natriumithylat und absol. Alkohol 
im Rohr 4 Stunden auf 160—170° erhitzt; der Inhalt des 
Rohres wurde mit iiberschiissiger Schwefelsiure versetzt, das 
organische Material mit Ather extrahiert und nach dem Ver. 
dunsten des Athers aus Essigsiure umkrystallisiert; die er- 
haltene Siure schmolz bei 196° genau wie die Siure aus 
Dibydrocholesterin. Auch der neutrale Dimethylester erwies 
sich mit dem schon bekannten als identisch. 

Noch auf einem ganz anderen Wege sind wir zu dem 
Ergebnis gekommen, daB in der Ketosiure C,,H,,O, aus 
Cholestan-4,7-dion der Ring I aufgespalten ist. Es ist nim- 
lich durch eine Reihe von Untersuchungen sicher festgestellt 
worden, da® die durch Aufspaltung des Ringes I entstehenden 
Dicarbonsiiuren bei der thermischen Zersetzung 1 Mol. Kohlen- 
dioxyd und 1 Mol. Wasser abgeben und in cyclische Ketone 
iibergehen, wahrend die durch Aufspaltung des Ringes II ge- 
bildeten Dicarbonsiuren unter denselben Versuchsbedingungen 
nur 1 Mol. Wasser abgeben und innere Anhydride liefern.* 
Die Ketodicarbonsaiure C,,H,,O, verhalt sich nun wie eine 
Saiure der Gruppe I und gibt bei der Hochvakuumdestillation 
ein cyclisches Diketon C,,H,,O, (Formel 7): 








CisHs. C,.Hs, 
| e | 
CH / ca 7 
Yi Paks 
H,C C———CH, some H,C C——CH, . 
| | | | | | 
HOOC CH CO OC--——CH CO 
Fae al ge 
COOH CH, CH, | 
Siiure C,,H,,0O, (Formel 3) Diketon C,,H,.0O, (Forme! 7) 


1) Liebigs Ann. Bd. 394, S. 86 (1912). 
2) Chem. Ber. Bd. 52, S. 162 (1919). 
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1g Siure C,,H,,O, wurde in der iiblichen Weise aus 
einer kleinen Retorte im Hochvakuum destilliert und das 
Destillat in einen sauren und einen neutralen Anteil zerlegt. 
Der saure Anteil war ganz gering, der neutrale krystallisierte 
ausgezeichnet aus Alkohol in kleinen Tafeln und schmolz bei 
148—149°. 


0,1208 g Substanz gaben 0,3599 g CO,, 0,1233 g H.0. 
C.,H4,0, Ber. 80,83 a P C 10,97 of H 
Gef, 81,18 11,10 


Das Dioxim, in alkoholischer Liésung mit Hydroxylamin- 
hydrochlorid und Natriumacetat bereitet, schmolz nach dem 
Umkrystallisieren aus Alkohol bei 191°. 


0,0802 g Substanz gaben 5,1 cem N (748 mm, 18°). 
JeeH gO aN, Ber. 17,11°/, N Gef. 7,30°/, N 


Il. Uber einige der isomeren Sauren C,,H,,0, aus Cholesterin 
und Cholsdure, bearbeitet von A. v. Staden. 


Durch die Arbeiten der letzten Jahre sind unsere Kennt- 
nisse iiber die Beziehungen zwischen Cholesterin und Chol- 
siure sehr geférdert worden; danach unterscheidet sich die 
Cholansiure (Formel 9) vom Pseudocholestan (Formel 8) nur 








‘ | CH 
ema pone re oe C,4He, |} COOH 
| é P 
CH 7 on / 
Pi al pl ge 
IH,C Cc———CH, 9 H,C C--— CH, 
| | | | | | 
H,C HC CH, H,C HC CH, 
dle: ea ee, aca 
CH, CH, CH, CH, 
Pseudocholestan (Formel 8) Cholansiiure (Formel 9) 


dadurch, daB sie an Stelle einer [sobutylgruppe eine Carboxyl- 
gruppe enthilt. Die nach Abspaltung des Isopropylrestes 
tibrig bleibenden 24 Kohlenstoffatome des Cholesterins sind 
also in derselben Weise miteinander verkettet wie in der 
Cholsiure; nur in der sterischen Anordnung besteht ein ge- 
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ringer Unterschied: Cholesterin leitet sich vom Cholestan 
(Formel 10) ab, dagegen besitzen die dem Koprosterin (Formel 11) 








a CH ‘ 
C, Hes CH,CH< Gy C.Hes CH,CH< GH" 
, ae a ; | 
a 7 i 7 
Yi es Pie 
aC | he oa 3 
| | | | | | 
H.C CH CH, H,C HC CH, 
i se ale le 
CH, CH, CHOH GH, 
Cholestan (Formel 10) Koprosterin (Formel 11) 


und der Cholsiure gemeinschaftlichen 24 Kohlenstoffatome 
dieselbe sterische Anordnung wie im Pseudocholestan. An 
charakteristischen Gruppen enthalt das Cholesterin eine Hy- 
droxylgruppe in Stellung 4 und eine Doppelbindung zwischen 
den Kohlenstoffatomen 6 und 7. Die Cholsiure besitzt eine 
Carboxylgruppe, die in einer aliphatischen Seitenkette steht 
und drei Hydroxylgruppen, deren Lage noch nicht vollig sicher 
gestellt ist. Es ist naheliegend, anzunehmen, daB bei der nahen 
Verwandtschaft zwischen Cholesterin und Cholsiure auch die 
Substituenten an den gleichen Stellen stehen werden, und so 
hat Borsche!) die Vermutung ausgesprochen, daB das eine 
Hydroxyl am Kohlenstoffatom 4 haften wirde wie im Cholesterin; 
das andere, das wahrscheinlich durch Addition von Wasser 
an die Doppelbindung entstanden sei, am Kohlenstoffatom 7; 
iiber das dritte hat er keine Vermutung geiuBert. Wieland’) 
hat dagegen aus seinem experimentellen Material den Schluf 
gezogen, daB das erste Hydroxyl am Kohlenstoffatom 3 hatte, 
also an anderer Stelle wie das Hydroxyl des Cholesterins; fiir 
das zweite Hydroxyl nimmt er ebenfalls die Stellung 7 an; 
von dem dritten erwihnt er, vorlaufig ohne Beweis, daB es 
ebenso wie die beiden anderen in einem hydrierten Ringe stehe. 


Auf Grund dieser Arbeiten haben wir Cholesterin und 
Cholsiure folgendermaBen zu formulieren 





') Chem. Ber. Bd. 52, S. 1358 (1919). 
2) Diese Zs. Bd. 108, S. 314 (1919) und Bd. 114, S. 167 (1921). 
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CH, 
C14H,, vane" C,4H,,(OH) | COOH 
| e355 | 
CH rf CH 
Pa ene 
H,C C———CH, H,C C———CH, 
| | | | | | 
H,C CH CH HOHC HC CHOI! 
“Seu Maal ae Se 
CHOH CH CH, CH, 
Cholesterin Cholsiure C,,H,.O; (Formel 12) 


Die Oxydation der Cholsiure fihrt iiber Dehydrocholsaure 
C,,H,,0, zu Biliansiure und Isobiliansiure C,,H,,0,, die nach 
Wieland’) Strukturisomere darstellen und vermutlich die 
Formeln 13 und 14 besitzen, in beiden Siuren ist der Ring I 








C, 4H,,0 } COOH C,,H4,0 § - —COOH 
| | a 
CH / CH / 
ie Mn” Nef 
HOOC C--—--CH, H,C C———-CH, 
| | | | | 
HOOC HC CO HOOC HC CO 
CH, CH, COOH CH, 
Biliansiiure (Formel 13) Isobiliansiure (Formel 14) 


aufgesprengt. Die der Biliansiure entsprechende carbonylfreie 
Siure C,,H,,0, (Formel 15) liegt in der Lithobiliansiure?*) vor; 
die der Isobiliansiiure entsprechende Saure C,,H,,O, ist von 
Borsche und Bahr’) bereitet worden; sie besitzt nach Wie- 
lands Auffassung die Formel 16 








C,,H,,} COOH C,,H,, | —COOH 
! | | 
] CH / CH / 
. i te . i 
' HOOC C———CH, H,C C———CH, . 
| | | | | 
HOOC HC CH, HOOC HC CH, 
i Pil 
CH, CH, COOH CH, 
C,,H,,0, Lithobiliansaiure Sure C,,H,,0, v. Borsche u. Bahr 
(Formel 15) (Formel 16) 


Ich habe mir nun die Frage vorgelegt, ob es gelingen 
kénnte, aus dem Cholesterin zwei Sauren zu bereiten, die be- 
1) Diese Zs. Bd. 108, S. 315 (1919). 


2) Wieland u. Weyland, diese Zs. Bd. 110, S. 127 (1920). 
5) Nachrichten d. K. Ges. d. Wissensch. zu Gottingen 1920, S. 189. 
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stimmt die Formeln 15 und 16 besitzen; ein Vergleich dieser 
Siuren mit der Lithobiliansiure und der Saiure C,,H,,0, von 
Borsche und Bahr wiirde eine Entscheidung dariiber gestatten, 
ob die Strukturformeln von Wieland richtig sind und ob tatsichlich 
in der Cholsiure das eine Hydroxyl am Kohlenstoffatom 3 haftet. 

Leider scheint es nicht méglich zu sein, auf einem einfachen 
Wege vom Cholesterin zu einer Siure vonder Formel 15 zugelangen; 
dagegen sollte sich eine Saure von der Formel 16 gewinnen lassen, 
wenn man in der aus Koprosterin (Formel 11) bereiteten Saiure 
C,,H,,O0, (Formel 17) den Isobutylrest durch die Carboxylgruppe 
substituiert 








H, 
CyaHysiCH,CH< GH" (,,H,,{C00H 
| es 
cH bn P 3 
gina’ "4 grt sl 
ne Ye > we Baw, 
| | | a 
HOOC HC CH, HOOC 5 
a 
HOOC CH, ieee 
Siure C,,H,,0, aus Koprosterin ') Siure C,,H,,0, a 16) 
(Formel 17) 


Da die Saéure aus Koprosterin sehr schwer zuginglich 
ist, haben wir den Versuch zunichst mit einer stereoisomeren 
Saure, der Saure C,,H,,0, aus Cholestanol, die die Formel 6 
besitzt, durchgefiihrt; diese muB dann bei der Oxydation auch 
eine stereoisomere Saiure C,,H,.O, liefern, die sich von der 
Saiure von Borsche und Bahr (Formel 16) nur durch die 
sterische Anordnung der Gruppen am gesternten ©*-Atom 
unterscheiden wiirde (s. Formel 18). 

C4. Hes} - COOH 


| 
ga / 
ne on, 
| | 
HOOC *CH CH, 


HOOC CH, 
Saéure C,,H,,0O, aus Cholestanol iiber Siure Formel 6 (Formel 18) 








} Gardner und Godden, Biochem. Journ. Bd. 7, S. 590 (1913). 
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Tatsachlich ist der Versuch der Erwartung entsprechend ver- 
laufen und hat eine Siure C,,H,,O, (Formel 18) geliefert, die 
sich in ihren Higenschaften deutlich von der Lithobiliansiure 
(Formel 15) und der Saéure von Borsche und Bahr (Formel 16) 
unterschied. . 

Der entsprechende Versuch mit der Siure aus Kopro- 
sterin ist noch nicht geniigend durchgearbeitet.?) 

6 g reine Dicarbonsiure C,,H,,0, (Formel 6), aus Chole- 
stanol bereitet, wurden in 60 ccm heiBem Kisessig gelést und 
im Laufe von 10 Stunden bei etwa 90° mit einer konz. wib- 
rigen Liésung von 5g Chromsiureanhydrid und 6 ccm 10 °/, iger 
Schwefelsiure allmihlich versetzt; dann wurde Schwefeldioxyd 
hinzugefiigt, mit Wasser verdinnt und 6mal mit Ather aus- 
geschiittelt; die atherische Lésung wurde verdunstet und der 
Riickstand einige Zeit auf dem Wasserbade mit 20 °/ iger 
Natronlauge erwirmt; dabei schied sich neben Chromhydroxyd 
das in Natronlauge schwer lésliche Natriumsalz des Ausgangs- 
materials ab; es wurde filtriert, das Filtrat angesiuert und 
das sich abscheidende organische Material mit Ather auf- 
genommen. Der Ather hinterlieB beim Verdunsten einen Riick- 
stand, der neben der Dicarbonséure C,,H,,O, die gesuchte 
Tricarbonsiure enthielt. Die vollstindige Trennung der beiden 
Siuren war schwierig, sie gelang schlieBlich durch hiufiges 
Umkrystallisieren aus Essigsiure und jedesmaliges Digerieren 
des Krystallbreis mit Benzol, in welchem Lésungsmittel die 
Tricarbonsiure schwerer léslich ist als die Dicarbonsiure. Auf 
diesem Wege wurde die Tricarbonsiure C,,H,,O, endlich rein 
erhalten; sie schmolz dann konstant bei 238° und krystalli- 
sierte aus Essigsiiure in Rosetten feiner Nadeln. 

1. 240 mg gaben 3,098 mg CQ,, 1,009 mg H,0O. 

C.4H5.0, Ber.: 68,30 °/, C 9,00°/, H 
Gef.: 68,16 9,10 





1) Die Ausbeute an Tricarbonsiiure war hier so schlecht, da8 eine 
volistiindige Abtrennung von unverinderter Dicarbonsiure nicht gelang. 
Bei der Destillation der unreinen Tricarbonsiiure im Hochvakuum ent- 
hielt der saure Anteil des Destillats eine sehr schén krystallisierte 
Brenzsiure vom Schmelzpunkt 192°. 
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Titration: 0,0502 g Substanz verbrauchten 5,10 cem n/10-Lauge. 
Aquivalentgewicht C,,H,,0, (dreibasisch), Ber. 141, gef. 142. 
Zur Darstellung des Trimethylesters wurden 0,2 g reine 
Siure in Ather gelést und mit einer atherischen Diazomethan- 
lésung in geringem Uberschu8 versetzt; nach Beendigung der 
Reaktion wurde der Ather verdunstet und der Riickstand mit 
wenig Methylalkohol aufgenommen. Nach einigen Tagen 
schieden sich durchsichtige Krystalle in Form rechteckiger 
Blattchen aus; sie schmolzen nach dem Umkrystallisieren bei 
86—87° und waren in Ather sehr leicht, in Methylalkohol 
schwer léslich. 
2,101 mg gaben 5,374 g CO,, 1,769 mg H,O. 
CoH 4,0, Ber.: 69,80 °/, C 9,50 °/, H 
Gef.: 69,76 °/, C 9,42°/, H 
Der Ester lieB sich mit 10 °/,iger alkoholischer Kalilauge 
leicht verseifen und lieferte die Tricarbonsiure zuriick, die 
uuverindert bei 238° schmolz. 


III. Uber die Umwandlung des «-Cholesterinoxyds in {-Chole- 
sterinoxyd, bearbeitet von H. Liders. 


In einer wichtigen Arbeit hat Th. Westphalen!) ge- 
zeigt, daB Cholesterin beim Behandeln mit Benzopersiure ein 
Atom Sauerstoff addiert; hierbei entsteht in der Hauptsache 
a-Cholesterinoxyd (Formel 19), in kleinen Mengen daneben das 
isomere #-Cholesterinoxyd. Beim Behandeln mit Wasser im 
Rohr geht «-Cholesterinoxyd in das «-Cholestan-triol (Formel 20) 














CisHy, C,sHg, 
| | 
CH 7 CH LY 
Pa ie: A Pf 
H.C)6|— US. CH, : ne C CH, 
| | | | | 
H,C CH CH H.C CH  CHOH 
CHOH GH GHOH GHOH 
i 


«-Cholesterinoxyd (Formel 19) «-Cholestan-triol (Formel 20) 





') Chem. Ber. Bd. 48, S. 1064 (1915). 
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iiber, das Pickard und Yates aus dem Cholesterin mit 
Wasserstoffperoxyd erhalten haben.?) 

Welcher Art die Isomerie zwischen dem «- und dem 
§-Cholesterinoxyd ist, haben wir noch nicht einwandfrei fest- 
gestellt, degegen haben wir einen ziemlich glatt verlaufenden 
Ubergang vom «-Oxyd itber das Triol in das f-Oxyd autf- 
gefunden. 

15 g Triol wurden mit 150 cem 20°/,iger methylalkoho- 
lischer Salzsiiure iibergossen, die Lésung wurde zwei Stunden 
unter RiickfluB erhitzt und schied beim Erkalten eine braun- 
liche, krystallinische Masse aus, die abfiltriert und in methyl- 
alkoholischer Lésung mit Tierkohle behandelt wurde. Das 
durch vorsichtigen Zusatz von Wasser wieder abgeschiedene 
Material wurde dann noch mehrmals aus Petrolither um- 
krystallisiert und so in schénen, langen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 170—171° erhalten, die leicht in Ather, schwer in 
Petrolither léslich waren; die Reaktion auf Halogen verlief 
positiv; die Analyse zeigte, daB aus dem dreiwertigen Alkohol 
C,,H,,0, ein Halogenhydrin C,,H,,0,Cl entstanden war. 

0,1550 g Substanz gaben 0,0392 g AgCl. 

C.,H,,0,Cl. Ber.: 8.12°/, Cl. Gef.: 8,31. 

3g Chlorhydrin wurden 11/, Stunden mit 50 ccm 10 °/,iger 
alkoholischer Kalilauge gekocht. Auf Zusatz von Wasser fiel 
das Reaktionsprodukt aus, das mit Ather aufgenommen und 
nach dem Verdunsten des Athers aus Alkohol umkrystallisiert 
wurde. Es schieden sich dann sehr weiche Krystalle ab, die 
in den iiblichen Lésungsmitteln leicht léslich waren und un- 
scharf zwischen 100—105° schmolzen. Bei der Priifung mit 
Chloroform und konz. Schwefelsiure (nach Salkowski) farbten 
sich beide Schichten intensiv purpurrot, die Liebermannsche 
Reaktion verlief normal. 

In ihren Kigenschaften verhielt sich die Verbindung also 
wie das von Westphalen isolierte $-Cholesterinoxyd. Zur 
sicheren Identifizierung wurde das Material in ein Acetyl- 
derivat verwandelt, das aus Alkohol prachtvoll krystallisierte, 





1) Soe, Bd. 93, S. 1679 (1908). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVII. 11 
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bei 1183—114° schmolz und mit reinem #-Cholesterinoxyd- 
essigsiureester keine Schmelzpunktserniedrigung lieferte. Das 
aus dem Chlorhydrin durch Salzsiureabspaltung gewonnene 
Produkt war also bestimmt #-Cholesterinoxyd. 


IV. Uber Cholesterilen, bearbeitet von R. Seng. 


Mauthner und Suida') haben aus dem Cholesterin 
mittels wasserfreiem Kupfersulfat Wasser abgespalten und 
einen Kohlenwasserstoff erhalten, den sie Cholesterilen nannten 
und der die Zusammensetzung C,,H,, aufwies; er schmilzt bei 
79—8v°, krystallisiert in groBen Nadeln und dreht die Ebene 
des polarisierten Lichtes nach links, [a], =— 81,63° Er 
addiert nur 1 Mol. Halogen, und Mauthner und Suida haben 
daraus geschlossen, da8 er nur eine Doppelbindung enthalte; 
die Abspaltung von Wasser soll zwischen nicht benachbarten 
Kohlenstoffatomen vor sich gegangen und eine Briickenbindung 
entstanden sein. 

AuBer diesem Cholesterilen haben Mauthner und Suida?) 
noch ein zweites dargestellt, und zwar durch Kochen von 
Cholesterylchlorid mit Chinolin, es bildet schéne Nadeln, 
schmilzt bei 77° und zeigt die Drehung [a], = — 86,09°. 

Ein weiteres Cholesterilen*) entsteht beim Erhitzen des 
Cholesterylchlorids mit Natriumithylat, Schmelzpunkt 80°, 
[@], =— 65,87° Endlich liefert auch die Destillation des 
Cholesterylchlorids mit Calciumoxyd ein Cholesterilen, fiir das 
angegeben ist Schmelzpunkt 79° und [e], = — 61,55° 

Es ist iiberraschend, daB diese Kohlenwasserstoffe ganz 
ihnlich aussehen und fast identische Schmelzpunkte und Misch- 
schmelzpunkte besitzen, obschon das optische Verhalten be- 
weist, daB sie nicht miteinander identisch sind. Es wird sich 
wohl um ein Gemisch verschieden drehender Isomerer handelp, 
die miteinander Mischkrystalle bilden 





1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 18, 8. 24 (1896). 
*) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 24, S. 667 (1903). 
3) Walitzki, Chem. Ber. Bd. 9, S. 1810 (1876). 
*) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 24, S. 666 (1908). 
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AuBer Mauthner und Suida haben auch Tschugaeff 
und Fomin?) aus Cholesterin iiber den Xanthogensiureester 
Kohlenwasserstoffe von der Formel C,,H,, erhalten, die sie 
Cholesterylene nannten; sie beschreiben zwei Isomere, das 
et-Cholesterylen mit dem Schmelzpunkt 77° und [e]}, = — 109,3° 
und das leichter lésliche 8-Cholesterylen mit Schmelzpunkt 59 ° 
und [e¢], =—76,68° Ein Gemisch der beiden Kohlenwasser- 
stofle gibt eine starke Schmelzpunktserniedrigung. Bei der 
katalytischen Hydrierung geben beide Kohlenwasserstoffe 
Cholestan, den gesattigten Stammkohlenwasserstoff der Chole- 
sterinreihe (Formel 10). Fiir die beiden Kohlenwasserstoffe 
wird man in erster Linie die Formeln 21 und 22 in Betracht 
ziehen. 








CysHy4 Cys Hy. 
H 
| 
oo . ce... 
ae” und Pili” 4 
H,C C CH, H,C C——CH, 
| | | | | 
H.C C CH HC CH CH 
le get Saale 
CH CH CH CH 
Cholesterylen (@ oder 9) Cholesterylen (@ oder #) 
(Forme! 21) (Formel 22) 


SchlieBlich hat Steinkopf?) durch Erhitzen von Chole- 
sterylchlorid mit Zinkoxyd ein in Nadelbiischeln krystallisiertes 
Cholesterylen erhalten, das bei 79—80° schmolz und in Chloro- 
form [«],, = — 116,20° zeigte. 

Um einen Beitrag zur Klirung dieser verwickelten Ver- 
haltnisse zu liefern, habe ich untersucht, 1. ob das mittels 
wasserfreiem Kupfersulfat bereitete Cholesterilen wirklich nur 
eine Doppelbindung enthilt, wie es Mauthner und Suida 
vermutet haben, und 2. ob dieses Cholesterilen ebenso wie 
die Cholesterylene von Tschugaeff und Fomin bei der 
Reduktion nur Cholestan liefert. 

Es hat sich hierbei heraucgestellt, daB das mittels Kupfer- 
sulfat dargestellte Cholesterilen 2 Mol. Wasserstoff aufnimmt, 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 375, S. 288 (1910). 
2) Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 84, S. 467 (1911). 
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und also zwei Doppelbindungen besitzt wie die Cholesterylene 
von Tschugaeff. Wihrend aber die Cholesterylene bei der 
Reduktion glatt Cholestan liefern, entsteht aus dem Cholesterilen 
ein Gemisch zweier isomerer gesiittigter Kohlenwasserstoffe, 
die ich als Cholestan (Formel 10) und Pseudocholestan (Formel 8) 
identifizieren konnte. Dieses von mir gewonnene Resultat ist 
wohl mit der Annahme vereinbar, daB das Cholesterilen aus meh- 
reren Isomeren besteht, die miteinander Mischkrystalle bilden, 
sehr ihnlich schmelzen und ihren Schmelzpunkt gegenseitig 
sehr wenig beeinflussen. Diese Isomeren kénnen nicht @- und 
8-Cholesterylen sein, weil ein Gemisch dieser beiden viel nie- 
driger schmilzt und auch nur Cholestan liefert. Das wech- 
selnde Drehungsvermégen der Cholesterilene kann nicht durch 
eine Beimengung von racemisiertem Material bedingt sein, weil 
die bei der Hydrierung entstehenden gesittigten Kohlenwasser- 
stoffe das richtige Drehungsvermégen besitzen.') 





‘) Experimentelle Einzelheiten in der Dissertation von R. Seng, 
Uber die Isomerieerscheinungen in der Cholesterinreihe, gedruckt Gét- 
tingen 1918. 





Uber Emulsin. 
Von 
Burekhardt Helferich. 


Mit 1 Kurve im Text. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitit in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1921.) 





DaB Emulsin die Fiahigkeit besitzt, eine groBe Anzahl 
von Glucosiden der f-Reihe in ihre Bestandteile zu zerlegen, 
ist der Grund dafiir, da8 man in ihm ein fir diese Spaltung 
spezifisch wirkendes Ferment, die #-Glucosidase, annimmt. 
Diese f-Glucosidase ist der Gegenstand der folgenden Abhand- 
lung. Dabei ist vorliufig nicht beriicksichtigt, daB sich spater 
diese §-Glucosidase vielleicht als Gemisch verschiedener Fer- 
mente herausstellt. 

Zunichst werden Versuche zur Bestimmung der Wirksam- 
keit der 8-Glucosidase beschrieben (I), dann wird ein Beispiel 
der Darstellung von méglichst wirksamem Ferment angefihrt 
(II) und schlieBlich einige Eigenschaften der so dargestellten 
8-Glucosidase, die durch genaue Messungen verfolgt werden 
konnten, angegeben (III). 

Die Arbeit ist als Grundlage fiir eine weitere, auch analy- 
tische, Bearbeitung des Emulsins gedacht und wird fortgesetzt. 

Ihre Durchfiihrung wurde durch Zuwendungen aus der 
Peter Landesmann-Stiftung unterstiitzt. Ich spreche auch 
an dieser Stelle dem Kuratorium der Stiftung meinen er- 
gebensten Dank aus. 


I. Bestimmungsmethode von (-Glucosidase in Emulsin. 

Als Grundlage fiir die Bestimmung der Wirksamkeit von 
8-Glucosidase diente die polarimetrisch verfolgte Spaltung von 
Salicin. 


i aonateeninina eee tie tg apis cern apnoea sepa werin none age Sone sali 
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Da nach den Arbeiten von Tammann}) die §-Glucosidase 
in Lésung eine betrichtliche Zerfallgeschwindigkeit besitzt, 
wurde die Bestimmungsreaktion stets bei 0° ausgefiihrt. Bei 
dieser Temperatur geht die Spaltung des Salicins noch ge- 
niigend schnell vonstatten, wihrend z. B, f-Methylglucosid 
infolge der schon viel langsameren Spaltung sich nicht mebr 
dazu eignet. 

Zur Innehaltung einer bestimmten H-Ionenkonzentration 
wurde nach Michaelis’) Natriumacetat und KEssigsiure ver- 
wandt. Als Salicinlésung diente bei allen unten beschriebenen 
Versuchen die folgende: 

2,0000 g Salicin werden im MeB8kélbchen in etwa 65 ccm 
Wasser warm gelést, abgekihlit, 10,0 com n/10-Natriumacetat 
und 8,0 ccm n/10-Essigsiure zugegeben und nach dem Ab- 
kiihlen auf 0° bis zu 100 ccm aufgefillt. Dies entspricht einer 
H-Ionenkonzentration von 1,7.10~% Anfangsdrehung (4) dieser 
Lésung ist im 2-Dezimeterrohr fir Natriumlicht bei 20° 
— 2,51°, Enddrehung (#) ebenso fiir vollstandige Spaltung des 
Glucosids in Traubenzucker und Saligenin + 1,33° Diese 
Glucosidlésung behilt ihre Drehung beim Aufbewahren im 
Hisschrank unveriindert fiir langere Zeit bei. 

Die Beobachtung der Drehungen erfolgte soweit angingig 
im 2-Dezimeterrohr. Konzentrierte Lésungen von Emulsin 
sind jedoch manchmal ziemlich stark gefarbt, so daB man 
dann die Beobachtung der Drehung im 1-Dezimeterrohr oder 
‘/,-Dezimeterrohr vorzunehmen gezwungen ist. 

Zur Unterbrechung des Versuchs wurde jedesmal festes 
gepulvertes Kaliumcarbonat, das sich fast momentan auflést, 
zugegeben und zwar 0,2 g auf 5ccm Glucosidlésung. Dadurch 
wird die Wirkung der Ferments unterbrochen und die Rotation 
des entstandenen Traubenzuckers stellt sich auf den Endwert 
ein. Andererseits wird die Konzentration der Lésungen und 
die Drehungen von Salicin und seinen Spaltprodukten nicht 





) Zs. physikal. Chem. Bd. 18, 8. 426 (1898) und Tammann und 
Svanberg, Diese Zs. Bd. 111, S. 49 (1920). 

*) Die Wasserstoftionenkonzentration“ (Verl. Jul. Springer) 1914, 
S. 182. 
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wesentlich beeinfluBt, wie in besonderen Versuchen festgestellt 
wurde. 

Kine gewisse Schwierigkeit fiir die polarimetrische Ver- 
folgung der Spaltung bietet die Eigendrehung des Emulsins. 
Diese wurde bei jedem Versuch fir die gleiche Konzentration 
nach Zugabe der gleichen Menge Kaliumcarbonat besonders 
bestimmt und in Rechnung gesetzt. Sie ist negativ und steigt 
rascher als die Konzentration des Ferments, Nicht ganz aus- 
geschlossen ist es, daB sie sich auBerdem wihrend der Wir- 
kung des Ferments, wenn auch nur in geringem Mabe, indert. 
Die Fehlergrenze fiir Bestimmungen der Wirksamkeit des 
Fermentes in konzentrierten Lésungen wird dadurch etwas 
erhoht. 

Nach Versuchen von Hudson und Paine?) verliuft die 
Spaltung von Salicin durch §-Glucosidase (Emulsin) wie eine 
monomolekulare Reaktion. Es gilt daher, wenn man an Stelle 
der Konzentration der reagierenden Stoffe ihre Drehungen 
setzt wie bei der Inversion des Rohrzuckers die Gleichung 

F 1 A-—-E 

Ka 7 og a 
worin ¢ die Zeitdauer der Einwirkung des Ferments, 4 die 
Anfangsdrehung, / die Enddrehung der Glucosidlésung fiir 
volistindige Spaltung und @, die Drehung der Lisung nach 
der Unterbrechung des Versuchs zur Zeit ¢ bedeutet. (Die 
Drehungsvorzeichen sind dabei mit zu beriicksichtigen.) Bei 
simtlichen Bestimmungen wurde ¢ in Minuten gerechnet 
und die Briggschen Logarithmen zur Berechnung angewandt. 
K wurde in der Regel mit 10° multipliziert, um bequemere 
Zahlen zu erhalten. 

Ein anschaulicheres Bild von der Wirksamkeit eines 
Emulsinpriparats erhilt man durch Berechnung der Zeit = 


Ig 2 ° ~ if . ; 
7 , die zur Spaltung von 50°/, des Glucosids bei den an- 
sewandten Konzentrationen von Glucosid und Ferment nétig 


ist: Zeitwert eines Priparats. 





1) Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 31, S. 1242 (1909). 
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Die Konstanz von k wurde zunichst an einem kiuflichen 
Emulsinpraparat von Kahlbaum gepriift. 

0,0709 g wurden in 50 ccm Salicinlésung (s. 0.) von (0? 
gelést und bei 0° aufbewahrt. 














Drehung im a nach 
5 72 
2-Dezimeterrohr* | ¢-Minuten #10 Zeitwert 
— 1,98° 120 53,8 560 
Bik a 55,9 539 
— 1,02 360 59,2 508 
* Die Drehung des Emulsins allein, — 0,07°, ist beriicksichtigt. 


Zu derselben Priifung diente dann ein selbsthergestelltes, 
sehr viel wirksameres Priparat E II: 0,1000 in 50 ccm Salicin- 
lésung. 


— 10 619 48,6 
“a 20 610 49,4 
<e 40 605 49,8 
—e 60 603 49,9 
+ 0,22 90 599 50,3 
bi 120 582 51,8 
“ 150 578 52,5 
+ 0,94 180 552 54,6 











* Die Drehung des Emulsins ist besonders bestimmt zu — 0,10" 
und beriicksichtigt. 


Vollige Konstanz von & ist nicht vorhanden. Hs ist deut- 
lich bei dem ersten Versuch ein Steigen beim zweiten Ver- 
such ein geringes Fallen der Konstanten festzustellen. Immerhin 
geniigen die Messungen als Beweis fiir eine erhebliche An- 
niherung an eine monomolekulare Reaktion. 

DaB nicht etwa beim zweiten Versuch ein Zerfall des 
Ferments der Grund fir das Absinken von & ist, wurde im 
besonderen Versuch bestimmt: 

10,0 ccm n/10-Natriumacetat und 8,0 ccm n/10-Essigsiure 
wurden vermischt und bei 0° auf 100 ccm aufgefiillt. In 5ccm 
dieser Lésung wurden 0,10 g Emulsin (I) gelést und bei 0° 
aufbewahrt. Je 1 ccm dieser Lésung wurden nach 10 Minuten, 
nach 31/, Stunden, nach 20 Stunden mit 5 ccm Salicinlésung 





CT << 





Uber Emulsin. 163 


yon 0° gemischt. Drehung bei allen drei Versuchen — nach 
61 Minuten langem Aufbewahren bei 0° — im 1-Dezimeter- 
rohr (Natriumlicht) + 0,08° Die Wirksamkeit des Ferments 
war also nach 20 Stunden die gleiche, wie zu Beginn seiner 
Auflésung. 

Ks handelte sich nun darum, festzustellen, ob zwischen 
der Menge des Ferments und der Reaktionskonstanten / eine 
einfache Beziehung besteht.') Dies ist wie die, folgenden Ver- 
suche zeigen nicht der Fall. 


1. Emulsin von Kahlbaum, 





























g-Emulsin | Drehung h Drehung des a k.10%/,- 
alt Oihdens im nac Emuls. allein k. 105 Zeit- | Emulsin 
- eae 2-Dezi- {¢-Minuten}] im 2-Dezi- , wert auf 
Salicinlésung |meterrohr meterrohr 100 eem 

0,0250 — 0,89 | 1847 ~ 0,01 13,0 ]2320 | 5,2 
0,0500 — 1,07 852 — 0,02 24,4 |1235 4,88 
0,1020 — 0,98 380 — 0,03 59,6 | 505 5,84 
0,2000 ~ 1,09 246 — 0,09 88,2} 341 4,41 
0,4000 — 1,56 121 —0,19 | 126 | 238 3,15 
0,7985 — 2,18 60 — 0,48 171 176 2,14 
1,6020 - 2,33 63 — 1,02 258 117 1,61 
3,2000 — 2,96 64 —214 | 394 76,5] 1,22 
6,4050 — 4,59 67 — 4,44 |618 48,7} 0,96 
2. KIL jsiehe Teil Il) aus Pflaumenkernen. 

g-Emulsin | Drehung Drehung des : k.10%/,- 
set tia im nach Emulsins k.10° Zeit- | Emulsin 
Bee IB io 1-Dezi- |¢-Minuten| im 1-Dezi- |“ wert auf 
Salicinlésung |meterrobr meterrohr 100 cem 

0,0500 — 0,035] 290 — 0,01 153 | 196 30,6 
0,1000 — 0,02 155 — 0,02 297 | 101 29,7 
0,2000 — 0,10 80 — 0,05 536 | 56,1] 26,8 
0,4000 — 0,13 40 —0,11 | 1120] 26,9] 28,0 
0,8000 — 0,51 20 — 0,24 | 1560] 19,3] 19,5 
1,6000 — 1,02 10 — 0,61 | 2520} 12,0] 15,8 




















1) Altere Versuche dariiber z. B. Auld, Jl. Chem. Soc. Bd. 93, 
S. 1251, 1276 (1908). 
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3. EIIL (siehe Teil If), 




















0,0250 — 0,25 240 — 0,005 135 | 223 54,0 
0,0500 — 0,31 120 — 0,01 249 | 121 49,8 
0,1000 — 0,37 60 — 0,015 458 | 65,8] 45,8 
0,2000 — 0,44 30 — 0,065 888 | 33,9] 44,4 
0,4000 — 0,38 20 — 0,16 1682 |} 17,9] 42,05 


Wie aus diesen Bestimmungen hervorgeht, steigt zwar die 
Reaktionskonstante mit der Fermentkonzentration, aber nicht 
proportional, sondern langsamer wie diese. Bemerkenswert 
ist dabei, daB die Kurve sich der Geraden mehr nihert, also 
Fermentkonzentration und Reaktionskonstante einander niher 
proportional werden, je reiner und wirksamer die /-Glucosi- 
dase ist. Vielleicht ist dem angewandten Emulsin eine die 
Glucosidspaltung hemmende Verunreinigung beigemengt. 

Man ist also bei den Versuchen, die Gesamtmenge der 
8-Glucosidase in einem Emulsinpriparat bzw. im Ausgangs- 
material mit der bei der Reinigung erhaltenen zu vergleichen, 
nur auf sehr ungenaue Schiitzungen angewiesen. Es ist im 
folgenden Teil If daher auch darauf verzichtet und durch die 
Bestimmung der Reaktionskonstante und des Zeitwertes nur 
festgestellt, ob das Priparat bei den verschiedenen Behand- 
lungen iiberhaupt wirksamer und damit reicher an /-Glucosi- 
dase wird oder nicht. 

Bei den Bestimmungen von & wurde, wenn es sich um 
einigermaBen wirksame Priiparate handelte, folgendermaBen 
verfahren: 0,0100 g iiber Phosphorpentoxyd bei Zimmertempe- 
ratur und ein bis zwei Millimeter Druck getrocknetes Emulsin 
werden in einem geschlossenen Jenaer Kélbchen von 50ccm 
Inhalt abgewogen, auf 0° abgekiihlt, und zu einer bestimmten 
Zeit 5,0 ccm einer auf 0° abgekihlten Salicinlésung von der 
oben angegebenen Konzentration zugegeben. Beim Umschwen- 
ken geht die geringe Menge Ferment in wenigen Sekunden 
in Lésung. Nach ¢-minutenlangem Aufbewahren bei 0° (je 
nach der Wirksamkeit des Priparats kiirzer oder linger) 
werden 0,2 g festes gepulvertes Kaliumcarbonat zugegeben und 
tiichtig umgeschiittelt, die Lésung auf Zimmertemperatur er- 
wiirmt, durch ein trockenes Filter filtriert und die Drehung 


Graphische Darstellung der 'Tabelle 1—3. 


4. 
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Im folgenden Teil sind die Konstanten eines Priparats 
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— modglichst im 2-Dezimeterrohr — fiir Natriumlicht bei 20° 
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und der Zeitwert (Zeit fiir 50°/, Spaltung des Glucosids) aus 
den fiir diese Konzentration gefundenen Drehungswerten be- 
rechnet, falls es nicht ausdriicklich anders angegeben ist. 


II. Beispiel der Darstellung von Emulsin — £-Glucosidase — 
aus Pflaumenkernen. 


1,75 kg Kerne aus Steinen von Prunus Domestica |Ernte 
1920) wurden in einer Miihle (Eisenwalzen) zerkleinert und 
mit einer Mischung von 4,4 Liter Wasser und 290 ccm Toluol 
zu einem dicken Brei angeriihrt. Dieser wurde im lose ver- 
schlossenen GefiB drei Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt 
und dann iiber gehirtetem Filtrierpapier abgesaugt. Der 
Riickstand wurde bis zu etwa 20 Atmosphiren in der hydrau- 
lischen Presse abgepreBt. Der nunmehr verbleibende Riick- 
stand enthialt so gut wie keine f-Glucosidase mehr. Die ver- 
einigten Filtrate wurden nochmals durch ein gewdhnliches 
Faltenfilter filtriert und nach Zugabe von Toluol im lose ver- 
schlossenen Gefib bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Durch 
zeitweilig entnommene Proben konnte die bemerkenswerte 
Tatsache festgestellt werden, daB durch Fallen mit Alkohol 
ein wirksameres Priparat erhalten wurde, wenn die Fliissig- 
keit lingere Zeit stand. Bei diesem Stehen setzt sich ein amorpher 
ziemlicher voluminéser Niederschlag ab. 

AuBerdem ergab Fallen aus verdiinnterer Lésung stets 
ein wirksameres Priparat. 

Demnach wurde die Lésung nach 9 Wochen wie folgt 
aufgearbeitet: Sie wurde durch ein gewoéhnliches Filter ge- 
gossen und dann mit dem dreifachen Volum Wasser verdiinnt. 
Dabei entstand eine starke Triibung, die sich zum Teil zu 
einem flockigen Niederschlag zusammenballte. Die Fliissigkeit 
wurde am sichersten und ohne Verlust an §-Glucosidase durch 
Absaugen auf einem Ultrafilter nach Zsigmondy-Bachmann’) 
(Porenweite Nr. 1 oder 5) geklirt. Man darf dabei nur mit 
einer geringen Druckdifferenz von 40—60 mm saugen, da sonst 





1) Zs. f. anorg. Chem. Bd. 103, S. 119 (1918). Die Filter und zu- 
gehérigen Filtrierapparate werden von der Firma E. de Haén, Seelze 
bei Hannover geliefert. 
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ein sehr liastiges Schiumen des Filtrats auftritt. Trotz des 
geringen Druckes filtrierte die Fliissigkeit ziemlich schnell und 
glasklar. Sie wurde nun, in einzelnen Portionen, unter tiichtigem 
Umschiitteln, in die 10fache Menge Alkohol von 95°/, ge- 
gossen und im Standzylinder 20 Stunden aufbewahrt. Dabei 
setzte sich der entstandene flockige Niederschlag zum aller- 
gréBten Teil so ab, daB man ohne Schwierigkeit die dariber 
stehende Fliissigkeit bis auf einen geringen Rest abhebern 
konnte. In diesem Rest wurde der Niederschlag durch Riihren 
aufgeschlimmt und dann auf einer Nutsche durch ein bis zum 
oberen Rand der Nutsche reichendes gehirtetes Filter ab- 
gesaugt. Die ersten triibe durchlaufenden Anteile des Filtrats 
wurden nochmals auf die Nutsche zuriickgegeben. Nach Aus- 
waschen mit absolutem Alkohol wurde der Niederschlag im 
Exsiccator zunichst iiber Chlorcalcium bei méglichst gutem 


Vakuum getrocknet. Beim Absaugen und Auswaschen darf 


die Masse nur modglichst kurz mit der Luft in Berihrung 
kommen, da sie sonst unter starker Dunkelfairbung verschmiert. 
Nach dem Waschen und Trocknen wurde das Priparat als 
lockere weibe Masse erhalten, die sich leicht zerreiben und 
iiber Phosphorpentoxyd zu Ende trocknen lieB. Sie war nun 
auch nur noch miifig hygroskopisch und zeigte an der Luft 
nicht mehr die EKigenschaft, klebrig zu werden. Die Ausbeute 
an diesem Priparat, EI, betrug aus 3 Litern der urspriing- 
lichen Lésung 28 g. 

Das Praparat enthielt noch sehr grofe Mengen anorga- 
nischer Bestandteile, besonders Magnesiumphosphat. Es wurde 
daher in 185 com Wasser gelést. Beim Reiben krystallisieren 
erhebliche Mengen dieser anorganischen Salze aus. Nach 
zweistiindigem Aufbewahren bei 0° wurde der Niederschlag 
abgesaugt, das klare aber stark dunkel gefairbte Filtrat mit 
950 com Wasser verdiinnt und diese Lésung in das 10 fache 
Volumen Alkohol (95°/,) gegossen. Die Isolierung des Nieder- 
schlages erfolgte wie oben. Ausbeute an diesem Priparat, 
EIT, betrug 12,1 g. 

Durch Dialyse laBt sich das so gewonnene EKmulsin noch 
erheblich reinigen: 1g wurde in 25 ccm Wasser gelést, in 
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eine vorher auf Dichtigkeit gepriifte Fischblase eingefillt, 
einige Kubikzentimeter Toluol zugegeben und gegen langsam 
flieBendes destilliertes Wasser von etwa 20° 16 Stunden lang 
dialysiert. Die durch einen geringen Niederschlag getriibte 
Lésung wurde durch ein gewohnliches Filter filtriert, mit wenig 
Wasser nachgespiilt und das gesamte Filtrat im Exsiccator 
iiber Chlorcalcium bei etwa 4 mm Druck auf etwa 5 ccm ein- 
konzentriert. Die Lésung wurde nochmals durch Filtrieren 
geklirt, mit wenig Wasser nachgewaschen und das Filtrat, 
7,5 ccm, in die 10 fache Menge Alkohol (95 °/,) gegossen. Der 
Niederschlag wurde durch Zentrifugieren zum Absitzen ge- 
bracht, die weitere Isolierung erfolgte wie oben angegeben. 
Das Praparat wurde nochmals durch Umfiallen aus 10 ccm 
Wasser mit 100 ccm Alkohol gereinigt. Ausbeute an diesem 
Priparat EIII betrug 0,4 g. 

In einer kleinen Probe wurde festgestellt, daB man, aller- 
dings mit erheblichem Verlust, durch Fallen der auf das 
léfache verdiinnten dialysierten Loésung noch ein erheblich 
wirksameres Praiparat, EIV, erhalten konnte. 

Die fortschreitende Reinigung der Priparate geht aus 
der folgenden Zusammenstellung hervor. 











Priparat k- 10° Zeitwert 
E I 263 114 
E Il 536 56,1 
E Ill 888 83,9 
E IV 1202 25,05 
kiufl. Emulsin 88,2 341 
(Kahlbaum) 





Um einen Vergleich mit eimem von Tammann friher 
dargestellten Priparat zu haben, wurde eine Bestimmung nach 
dessen Vorschrift ausgefiihrt!): EII ergab nach einer Stunde 
bei 25° eine Salicinspaltung von 61,6 °/, (polarimetrisch fest- 
gestellt), wihrend das von Tammann angewandte Praparat 


1) Zs. physikal. Chem. Bd. 18, S. 435—486, Tab. 4 (1895). 
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in der gleichen Zeit und bei den gleichen Bedingungen eine 
Spaltung von 13°/, bewirkte. 


Il. Beschreibung einiger Eigenschaften der $-Glucosidase 
im Emulsin. 


Die Praiparate von Emulsin (8-Glucosidase), deren Dar- 
stellung im vorigen Abschnitt beschrieben ist, sind alle lockere 
welBe oder ganz schwach gefirbte Pulver. Sie lésen sich in 
Wasser leicht, meist bis auf einen geringen flockigen Riick- 
stand. Die konzentrierten Liésungen sind tief dunkel gefarbt. 
Will man die f#-Glucosidase aus wiBriger Lésung in einiger- 
maBen filtrierbarerer Form mit Alkohol fallen, so mu8 man 
fiir ganz schwach saure Reaktion sorgen. Denn selbst ganz 
schwach ammoniakalische Liésungen geben beim EingieBen in 
Alkohol nur eine mehr oder weniger starke Triibung, die sich 
nicht abfiltrieren 1aBt. 

Durch Bestimmung der Reaktionskonstanten vor und nach 
der betreffenden Behandlung wurden folgende Eigenschaften 
festgestellt (in Klammern ist jedesmal das dazu verwandte 
Emulsinpraparat angegeben): 

24 stiindiges Aufbewahren des trockenen Priparates (E []) 
unter absolutem Alkohol, Aceton oder Ather beeintrichtigt 
die Wirksamkeit nicht. 10 Minuten kochen mit Athylalkohol 
setzt die Wirksamkeit erheblich herab. 


Zeitwert vor dem Kochen. . . . 56,1 
» nach ,, a da 


Sehr bemerkenswert ist, daB 24 stiindiges Aufbewahren 
des trockenen Priparates (E IJ) unter Methylalkohol bei Zimmer- 
temperatur die Wirksamkeit erheblich schwicht. 


Zeitwert vor der Behandlung... . 56,1 
» nach ,, m es 2 + ee 


Kurze Einwirkung von n/10-Ammoniak schwicht die ~- 
Glucosidase nicht, sofern nur bei der Bestimmung wieder fiir 
die erforderliche H-Ionenkonzentration gesorgt wird. 

An EIT und ELV wurde die Wirksamkeit gegen #-Methyl- 
glucosid gepriift und beide stark wirksam gefunden. 

EIL: Eine Mischung von 0,2 g 8-Methylglucosid, 4,0 ccm 
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Wasser, 0,02 g EII und einigen Tropfen Toluol wurde 18 Stunden 
bei 35° aufbewahrt. Dann wurde 1 g krystallisiertes Natrium- 
acetat zugegeben und 5 Minuten im Wasserbad erhitzt, filtriert, 
mit Wasser nachgewaschen und auf 10,0 ccm aufgefillt. Ti- 
tration mit Fehlingscher Lisung ergab 87°/, der méglichen 
Menge ‘Traubenzucker. 

EIV: 0,0370 g §-Methylglucosid in 0,74 ccm Wasser, 
0.0037 g EIV, 21 Stunden bei 35° im iibrigen entsprechend 
dem ersteren Versuch. 

Die Titration ergab 86°/, der vélligen Spaltung. 

Die gesamten Priparate EI bis EIV zeigten noch starke 
Biuretreaktion. Kohshi Okta?) hat in einer im Jahre 1913 
veroffentlichten Arbeit festgestellt, daB durch Verdauung mit 
Pankreatin und nachfolgender Dialyse ein eiweiBfreies Emulsin 
hergestellt werden kann. 

Herr Paul Elias Speidel hat auf meine Veranlassung 
einen solchen Versuch auf ihnliche Weise wiederholt. Ks 
wurden drei Lésungen hergestellt: 


1. Lésung: 0,05 g Pankreatin (Merck) und 0,20g Emulsin 
(K If) wurden in 19,9 com Wasser geldst, 0,1 com n/10-Ammo- 
niak zugegeben, filtriert und, mit Toluol iiberschichtet, bei 
35—36° aufbewahrt. 

2. Lésung: Zum Vergleich wurde eine ebensolche Lésung, 
aber ohne Pankreatin und eine 

3. Lésung, wie Nr. 1, aber ohne Emulsin angesetzt. 

Diese Lisungen wurden bei 35—36° aufbewahrt.’) 


Von Zeit zu Zeit wurden je 1 ccm dieser Lésung aut 


seine Wirksamkeit gegen 5 ccm der gewoéhnlich angewandten 
Salicinlésung bei 0° gepriift. 

Zeitdauer der Kinwirkung bei diesen Spaltungsversuchen 
jedesmal 41 Minuten. Die folgende Tabelle gibt die Drehung 
im 1l-dm-Rohr (nach Beendigung des Versuchs durch Zugabe 
von Kaliumcarbonat und Fltrieren durch ein trockenes Filter). 


') Biochem. Zs. Bd. 58, S. 329 (1918). 
2”) Die Temperatur blieb nicht véllig konstant, war aber stets fiir 
alle drei Lésungen dieselbe. 
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Probeentnahme 











nach Stunden nog 3 Lésung If Losung Iil 
0 — 0,38° — 0,38 ° ~1,01° 
19 —0,47° —0,44° — 1,02° 
” — 0,56° — 0,56° 1,029) 
96 —0,90° —0,87° _1) 
1% —0,93° — 0,92° —1,02° 


Lésung 3 zeigt die unverainderte Drehung des Salicins. 

Aus dem Vergleich der Lésung 1 und 2 geht hervor, dag 
der Zerfall der Glucosidase bei Anwesenheit von Pankreatin 
nicht schneller erfolgt als ohne dasselbe. 

Aus Lésung 1 konnte mittels Dialyse durch Fischblase 
gegen flieBendes destilliertes Wasser (19 Stunden), Kinkonzen- 
trieren der Lésung unter vermindertem Druck und Fallen mit 
Alkohol, wie bei Kohshi Okta, ein Enzympriparat erhalten 
werden, das keine Biuretreaktion mehr gab. Die Wirksamkeit 
gegen Salicin war — wohl infolge des Selbstzerfalles — etwas 
zuriickgegangen. 

Zeitwert des Ausgangsmaterials. . . . . . 56,1 
x , eiweiBfreien Produktes . . . . 64,1 

Zum Unterschied von dem Priparat von Kohshi Okta 
zeigte unser eiweiBfreies Priiparat aber noch kraftige Wirkung 
gegen (-Methylglucosid. 

0,0027 g Emulsin und 0,54 com eimer 10°/,igen Liésung 
von #-Methylglucosid wurden 22 Stunden bei 35° aufbewabhrt, 
dann mit Wasser auf 5,00 ccm aufgefiillt (ein Kochen mit 
Natriumacetat ist iiberfliissig!). Die Titration mit Fehling- 
scher Lisung ergab 83°/, Spaltung. 





1) Nach dieser Probeentnahme wurde zu jeder Lésung 0,1 cem 
n/i0-Ammoniak zugefiigt, um schwach alkalische Reaktion zu erhalten. 
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Zur Kenntnis des Emulsins. 
Von 
Richard Willstiitter und Wilhelm Csanyi. 


(Mit 2 Abbildungen.) 


‘Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1921.) 


In den Angaben der Literatur iiber die Darstellung des 
Emulsins fehlt die quantitative Priifung der enzymatischen 
Leistung und in den zahlreichen Untersuchungen iiber die 
Emulsinwirkungen fehlt nach oft die Beriicksichtigung und Kin- 
stellung der geeigneten Wasserstoffionenkonzentration im Sinne 
von §. P. L. Sérensen. Daher ist es bisher nicht bekannt, 
in welcher Ausbeute ein Priiparat von Emulsin aus den 
Mandeln gewonnen werden kann und welche enzymatische 
Konzentration es im Vergleiche zur Pflanzensubstanz erreicht. 
In dieser Beziehung versuchen wir nach dem Vorbild der 
Untersuchung!) iiber Peroxydase einen Beitrag zur Kenntnis 
des Emulsins zu geben. ,,Die zuverlissige Bestimmungs- 
methode bildete eine Voraussetzung der praparativen Arbeit. 
Denn der leitende Gedanke war die analytische Kontrolle der 
priparativen Methode nach zwei Richtungen: hinsichtlich der 
Ausbeute im Verhialtnis zum angewandten Pflanzenmaterial 
und in bezug auf den Wirkungswert der Praparate.“ 

Die iibliche Isolierung des Emulsins aus Mandeln mit 
Wasser oder verdiinnter Essigsiure ist ungeeignet, da das 
Emulsin anscheinend durch Adsorptionswirkung in der Pflanzen- 





1 R. Willstitter u. A. Stoll, Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 416, 
S. 21 (1917/18). 
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substanz festgelegt ist und an Wasser nur schwer abgegeben 
wird. Bei der Kinwirkung von sehr verdiinntem Ammoniak 
lassen sich hingegen die Enzyme in ihrer ganzen Menge frei- 
legen und man gewinnt das Emulsin aus den ammoniakalischen 
Ausziigen in viel gréBerer Ausbeute und héherem Reinheitsgrad. 

Fir die quantitative Bestimmung des Emulsins eignet 
sich von seinen Wirkungen die Hydrolyse des Amygdalins, 
die auch bisher allgemein zur Schitzung gedient hat. Sie 
wird durch andere Ma8e erginzt, die sich auf die Spaltung 
von Prunasin, dem Monoglucosid des Benzaldehydcyanhydrins, 
von §-Methylglucosid, von Lactose und von Raffinose beziehen. 
Gegen «-Methylglucosid vermochten wir, iibereinstimmend mit 
ulteren Forschern, unter verschiedenen Bedingungen der Aci- 
ditit keine Wirkung zu finden. 

Als Zeitwerte der Emulsinwirkungen werden die Betrige 
von Minuten bestimmt, welche 1 mg Emulsin oder emulsin- 
haltiges Pflanzenmaterial brauchen wirde, um 50°, der 
theoretischen Monosemenge aus aquivalenten Mengen der ge- 
nannten Substrate unter gleichen Bedingungen abzuspalten, 
indessen in jeder Reaktion bei der fiir sie giinstigsten Wasser- 
stoffionenkonzentration. Das py-Optimum liegt fiir die Amyg- 
dalinhydrolyse am nichsten dem Neutralpunkt, fiir die Lactose- 
und Raffinosespaltung am weitesten im sauren Gebiet. Bei- 
spielsweise wird eines unserer Emulsinpriparate, das freilich 
durch 6 Monate langes Aufbewahren schon eine starke Ein- 
bu8e an Wirksamkeit erlitten hatte, gekennzeichnet durch die 
Zeitwerte 18 fir Amygdalinspaltung (10 in frischem Zustand), 
11 fiir Prunasin-, 12200 fiir f-Methylglucosid-, 26400 fir 
Lactose-, und 140000 fiir Raffinosehydrolyse. 

Die verschiedenen Wirkungen des Emulsins pflegt man 
damit zu erkliren, daB es ein Gemisch mehrerer Enzyme sei. 
Schon die Zerlegung des Amygdalins ist wahrscheinlich auf 
die kombinierte Wirkung verschiedener Enzyme zuriickzu- 
fiihren, nimlich nach den Untersuchungen von H. KE. Arm- 
strong, E. F. Armstrong und E. Horton’) auf das Kin- 


1) Proc. Roy. Soc., Ser. B, Bd. 85, 8. 359 (1912). Vgl. auch R. J. 
Caldwell u. St. L. Courtauld, Proce. Roy. Soc. Bd. 79, S. 350 (1907). 
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greifen der Amygdalase, die von dem Diglucosid das erste 
Glucosemolekiil abtrennt, und der Prunase, die das Mono- 
glucosid des Mandelsaurenitrils abbaut, das von Emil Fischer 
zuerst aus Amygdalin mit sogenannter Hefemaltase dargestellt 
und von H. E. Armstrong, E.F. Armstrong und E. Horton 
Prunasin genannt wurde. Hs ist diesen Forschern gelungen, 
in den Blattern von Prunus Laurocerasus das Enzym (Prunase) 
aufzufinden, das Amygdalin nicht anzugreifen vermag, aber 
aus dem Cyanhydrinmonoglucosid Glucose abspaltet. 

Weniger gut gestiitzt scheint uns bisher die Erklarung 
der Nebenwirkungen des Emulsins zu sein, der Hydrolyse 
anderer Glucoside und zusammengesetzter Zucker. KE. Bour- 
quelot und H. Hérissey') haben zuerst die Milchzucker- 
spaltung des Emulsins auf eine beigemengte Lactase zuriick- 
gefiihrt, weil die Kefirlactase nicht auf Amygdalin wirkt und 
weil umgekehrt Emulsin”) vorkommt (in Prunus Laurocerasus, 
Aspergillus niger, Polyporus sulfureus Fr.), das den Milch- 
zucker nicht anzugreifen vermag. Die Verschiedenheit von 
Emulsinlactase und Kefirlactase ist durch eine Arbeit von 
H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und E. Horton’) noch 
wahrscheinlicher geworden, die eine Hemmung der ersteren 
durch Glucose, der Hefelactase durch Galactose beobachteten. 
Dennoch wire es méglich, daB dem Emulsin neben seiner 
hauptsichlichen Funktion auch weniger ausgeprigte Wirkungen 
auf andere Polyosen zukamen. 

Kine auf Anregung von C. Neuberg und in seinem 
Laboratorium ausgefiihrte Untersuchung von K. Ohta‘) be- 
handelte die Reinigung des Emulsins von Eiweif, zugleich 
aber auch von den begleitenden Enzymen, denen die von 
C. Neuberg®) entdeckte Spaltung der Raffinose, ferner die 


1) Soc. Biol. Bd. 55, S. 219 (1908). 

*) Diese Angabe verliert ihre Beweiskraft, wenn man beriicksichtigt, 
daB in diesen Fallen gar nicht das amygdalinspaltende Enzym, sondern 
z. B. bei Prunus Laurocerasus nur die Prunase vorlag. 

5) Proc. Roy. Soce., Ser. B, Bd. 80, S. 321 (1908). 

*) Biochem. Zs. Bd. 58, 8. 329 (1914). 

5) Biochem. Zs. Bd. 3, S. 535 (1907). 
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Hydrolyse von 6-Methylglucosid und Lactose eigen ist. K. Ohta 
hat durch Ejinwirkung von Pankreasferment auf Emulsin 
gewiB erreicht, Kiweibstoffe daraus zu beseitigen. Aber Ohtas 
gereinigte Priparate, deren Wirkung auf Amygdalin er als 
,auBerordentlich kriftig* bezeichnet, sind seinen zahlenmiBigen 
Angaben zufolge so schwach, iiber tausendmal schwicher?) als 
eines unserer Kmulsinpraparate, daB es recht ungewiB ist, ob 
unter seinen Bedingungen der Priifung die Wirkung auf Raffi- 
nose, f-Methylglucosid und Lactose iiberhaupt noch bestimmt 
werden kann. 

Die Natur des Emulsins lat sich klarer erkennen mittels 
der Methode der Zeitwertquotienten, die vor kurzem in 
Untersuchungen’) iiber Hefeenzyme eingefiihrt wurde, um iiber 
die Spezifitiit der kohlehydratabbauenden Enzyme, z. B. iiber 
die Verschiedenheit der a-Methylglucosidase von Maltase, der 
Raffinase von Saccharase zu entscheiden. Die Quotienten der 
8-Methylglucosid-, Lactose- und Raffinosespaltung zur Amyg- 
dalinspaltung, der Lactose- zur Prunasin-, der f#-Glucosid- zur 
Prunasinspaltung und andere Zeitwertverhaltnisse werden in 
siiBen und bitteren Mandeln und Aprikosenkernen und in den 
daraus gewonnenen Priparaten verglichen. Keines der Zeit- 
wertverhiltnisse weist einen konstanten Wert auf. Die Schwan- 
kungen der Quotienten sind so bedeutend, da8 die Emulsin- 
reaktionen als voneinander unabhingige Enzymwirkungen und 
die Emulsinpriparate als verainderliche Gemische sehr zahl- 
reicher Glucosid- und Polyosen-abbauender Enzyme erkannt 
werden. 





1) Wiihrend 1 mg unserer frischen Praéparate in 10—20 Minuten 
(Temperatur 30°) aus 1°/,iger Amygdalinlésung die Hilfte der theore- 
tischen Glucosemenge freizulegen vermag, benétigen 10 mg des von 
Ohta gereinigten Emulsins 24 Stunden zu ca. 26 °/, Spaltung, sogar bei 
der 'Temperatur von 37°; nach unserer Zeitwertdefinition hat das Ohta- 
sche Priiparat, von welchem 1 mg 14400 Minuten zu 26,3°/, Spaltung 
braucht, also 17: 7,2mal linger zu 50°/,, bei giinstigerer ‘T’emperatur 
aber weniger giinstigem p,, den Minutenwert 34000. 


*» R. Willstitter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 115, 8. 199. 
(1921) und R. Willstatter u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, S. 180 (1921). 
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Bestimmungsmethode. 


Als MaBe fiir die Wirkungen des Emulsins dienen uns 
die Zeitwerte der 50 °/,igen Spaltung von Amygdalin, Prunasin, 
8-Methylglucosid, Lactose und Raffinose und zwar die Anzahl 
Minuten, welche 1 mg Emulsinpriparat oder enzymhaltige 
Pflanzensubstanz brauchen wiirde, um bei 30,0° und optimalem 
Pu 50°/, der theoretischen Monosemenge abzuspalten in 20 ccm 
Lésung aus 0,1000 g Amygdalin (3 H,O enthaltend) bzw. der aqui- 
valenten Menge von 0,05765g Prunasin, 0,0793g 8-Methylglucosid 
(mit ?/, H,O), 0,07034 g Lactose (mit 1 H,O), 0,2320¢ Raffinose 
(mit 5 H,O). Unter theoretischer Menge werden verstanden 
2 Mole Glucose aus Amygdalin, 1 Mol Glucose aus Prunasin, 
8-Methylglucosid, Lactose, 1 Mol Galactose aus Raffinose. 

Die optimale Wasserstoffzahl ist, wie im folgenden gezeigt 
wird, fiir die Hydrolyse des Amygdalins py = 6, fiir Prunasin 
und #-Methylglucosid 4,9, fiir Lactose 4,4 und fir Raffinose 
4,1. Sie wird in allen Fallen mit Acetatgemisch nach 
L. Michaelis?) eingestellt. 

Die Bestimmung der abgespaltenen Hexose muBte sowohl 
bei den Glucosiden wie bei den zusammengesetzten Zuckern 
mittels der Reduktionsmethode ausgefiihrt werden, Ihre An- 
wendung wird bei den Oxynitrilglucosiden durch die Gegen- 
wart von Blausiure etwas kompliziert. Wahrend K. Ohta?) 
ohne Riicksicht auf die Blauséure die abgespaltene Glucose 
nach Pavy-Kumagawa-Suto bestimmte, hatten R. J. Cald- 
well und St. L. Courtauld’) schon friiher erkannt, daB dieses 
analytische Verfahren bei der Bestimmung des Amygdalins 
versagt, da der Endpunkt durch auftretende Grinfairbung ver- 
schleiert wird. Ausfiihrliche Angaben iiber die Bestimmung 
enthalt die Untersuchung von H. EK. Armstrong, EK. F. Arm- 
strong und E. Horton.*) Die Emulsinwirkung wird mit 
einem Tropfen Schwefelsiure sistiert, diese mit Kaliumcarbonat 





‘) Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, S. 189. 
2) Biochem. Zs. Bd. 58, 8. 329 und zwar S. 385 (1914). 

3) Journ. chem. Soc. Bd. 91, S. 666 (1907). 

*) Proc. Roy. Soc., Ser. B, Bd. 80, 321 (1918). 
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neutralisiert und die Fliissigkeit eine halbe Stunde mit Wasser- 
dampf destilliert, ehe die Glucose nach dem modifizierten 
Allihn-Verfahren von Brown, Morris und Millar be- 
stimmt wurde. Ob unter diesen Bedingungen die Blausiure 
volistandig entfernt wird, ist nicht ersichtlich. Nach der ver- 
éffentlichten Kurve scheint die Spaltung nur zu etwa 80°/, 
des theoretischen Glucosegehaltes gefiihrt zu haben. 

Wir zogen es vor, aus der schwefelsauren Fliissigkeit, 
1—2 ccm 10°/,ige Schwefelsiure auf 20 ccm enthaltend, die 
Blausiure mit Wasserdampf abzutrennen, was in 30 Minuten 
volistiindig gelang. Es zeigte sich, daB unter diesen Be- 
dingungen der Dampfdestillation das Amygdalin keine meBbare 
Hydrolyse erleidet. Die Glucose- bzw. Galactosebestimmung 
fiihrten wir stets nach G. Sonntag?) und G. Bertrand?) aus. 
Der gréBte Fehler*) betrug 1°/,, er blieb innerhalb der Fehler- 
grenzen der iibrigen Vornahmen, z. B. der Dosierung des Enzyms. 

Auf diese Weise wurde die abgespaltene Glucose des 
Amygdalins in ihrer ganzen Menge gefunden, z. B. aus 0,1 g 
Amygdalin mit 2 mg eines mittelmaBigen Emulsinpriparates 
bei 30° in 5 Stunden 99°/, der theoretischen Glucosemenge. 

Ausfiihrung. Im Jenaer Rundkolben von 3/, Liter Inhalt 
werden 10 ccm 1,0°/,iger Amygdalinlésung mit etwas Toluol, 
mit 2—4 ccm Pufferlésung (n/10-Acetatgemisch im Verhiltnis 
20 Natrium-ac.: 1 Essigsiure) und so viel Wasser versetzt, daB 
mit der hinzuzufiigenden Enzymlésung das Volumen auf 20,0ccm 
kommt, und im ‘Thermostaten auf 30,0° vorgewirmt. Die 
Enzymlésung, 1—5 ccm, enthaltend '/,—5 mg Emulsin, oder 
die Suspension der Pflanzensubstanz, z. B. von 10 mg Pulver 
entélter Mandeln, lassen wir unter Umschwenken einlaufen und 





1) Arbeiten a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt Bd. 19, S. 447 (1908). 

*) Bull. Soe. Chim. (3) Bd. 35, S. 1285 (1906). 

*) Wenn auch nicht bezweifelt werden soll, daB die Bestimmung 
nach Ling und Rendle [A. R. Ling u. Th. Rendle, Analyst Bd. 30, 
S. 182 (1905); A. R. Ling u. G.C. Jones, Analyst Bd. 33, S. 160 (1908)] 
noch genauer ist, so finden wir doch die Kritik von W. A. Davis u. 
A. J. Daish (Journ. of Agricult. Science Bd. 5, 8. 437 und zwar S. 445 
und 468 (1912/13)] iibertrieben scharf, welche die Analyse nach Ber- 
trand ,,regard as only roughly approximate“. 
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beginnen die Zeitmessung in der Mitte der EKinfluBdauer. Kine 
Vergleichsprobe zur Bestimmung der EKigenreduktion des Emul- 
sins, die iibrigens gering, oft ganz unerheblich ist, oder des 
Ptlanzenmaterials wird daneben in gleicher Weise, nur ohne 
Amygdalin angesetzt. Nach der Reaktionsdauer, gewdhnlich 
30—60 Minuten, schalten wir die Emulsinwirkung durch Zu- 
satz von héchstens 2 ccm 10°/,iger Schwefelsiure aus. Dann 
wird die Fliissigkeit 30 Minuten lang der Dampfdestillation 
unterworfen und zwar so, da’ das Volumen tunlichst unver- 
andert bleibt, und die Bestimmung nach Bertrand ausgefihrt. 

Beispiel. Angewandt wurde ein mit Essigsiiure an- 
gesiuerter ammoniakalischer Extrakt aus entélten bitteren 
Mandeln (aus 20 g 500 ccm) und davon zur Messung verwendet 
0,2 ccm (nimlich 1 ccm der fiinffach verdiinnten Lésung) ent- 
sprechend 8 mg Mandelpulver. Kinwirkung auf 0,1 g Amyg- 
dalin wahrend 60 Minuten. Nach Bertrand wurden ver- 
braucht 6,6 com 0,156 n-Permanganatlésung. Daraus ergaben 
sich 33,4 mg Glucose, d.i, 47,5°/, Spaltung. Fir diesen 
Spaltungsgrad wiirde 1 mg nach der Proportionalitit zwischen 
Geschwindigkeit und Enzymmenge 480 Minuten erfordern. Aus 
der Reaktionskurve der Amygdalinspaltung (Fig. 2) ergibt sich 
zum Spaltungsgrad von 47,5 der zugehérige Abszissenpunkt 
15,6, also zum Abszissenpunkt 17 der 50°/,igen Spaltung die 
Zeit von 523 Minuten. Dies ist der Zeitwert der aus 1 mg 
entélter Mandeln gewonnenen Emulsinlésung. 

Ebenso wurden die entélten Mandeln selbst analysiert, 
nimlich aufgeschlammte 8 mg, indem wir 0,4 g anteigten, auf 
100 ccm auffillten und davon 2 ccm zur Bestimmung an- 
wandten. Perm. (0,152 n.) gef. 4,4 com entsprechend 21,28 mg 
Glucose und 301/,°/, Spaltung. Daraus Zeitwert 480. Die 
Hmulsinausbeute unseres Beispiels im Extrakte betrug 450 : 523 


Zur Bestimmung der Emulsinausbeute wenden wir ahn- 
lich wie beim Invertin nach R. Willstitter und F. Racke 
(Ann. d. Chem., im Druck) einen Menge—Zeit-Quotienten an, 
der Enzymmenge proportional, additiv, nimlich den Quotienten 
des in irgendeiner Form vorliegenden emulsinhaltigen Materials 
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(mg) und seiner Wirkungszeit. Z. B. lieferten 20 g Mandeln 
vom Zeitwert 480 (M:Z = 41,7) 0,55 ¢ Emulsin vom Zeit- 
wert 18 (M:Z = 30,6); Ausbeute 73,5 °/.. 

Die Bestimmung der iibrigen, quantitativ weit geringeren 
Wirkungen des Emulsins wird mit viel mehr Enzym aus- 
gefiihrt, z. B. mit der 20—100fachen Menge (50—250 mg 
Kmulsin oder 500 mg Pulver von Mandeln), und mit viel 
gréBerer Zeitdauer, z. B. 6—40 Stunden. Auch wird die Puffer- 
menge hier vermehrt, gewohnlich auf 5 ccm n-Acetatmischung. 
Die Mengen der Substrate sind iquivalent, nimlich 

10 ccm 0,7930 °/,ige Lésung von 8-Methylglucosid (wasser- 
haltig’, 

10 ccm 0,7034 °/,ige Lésung von Lactosehydrat, 

10 com 2,320°/,ige Lésung von Raffinose (wasserhaltig), 
die mit Puffer und Enzym auf 20 ccm gebracht werden. 

Nur im Fall der Raffinose war auch ohne Enzym die 
Hydrolyse des Substrates bei der in Betracht kommenden 
Wasserstoffionenkonzentration von py = 4,1 und der langen 
Dauer schon betriichtlich. Daher sind hier zwei Vergleichs- 
proben zur Korrektur der Kupferwerte nétig, die eine mit 
aquivalenter Raffinoselésung und dem nimlichen Pufier wie 
im Versuch, die andere mit der Emulsinlésung + Puffer. 

Die enzymatische Reaktion unterbrachen wir in diesen 
Kallen, wo keine Dampfdestillation nétig war, durch Zu- 
fiigen der alkalischen Seignettesalzlisung. 

Bei der Lactose ist die Spaltung nicht so einfach zu ver- 
folgen wie bei den iibrigen Substraten, da ja die Lactose selbst 
Reduktionsvermégen besitzt und zwar etwa ‘/,, von der Re- 
duktionswirkung nach Hydrolyse. Es war am einfachsten, der 
Bestimmung den Verbrauch von Permanganat nach Bertrand 
zugrunde zu legen, den wir z. B. fiir 

0°/, Spaltung von 0,07034 g¢ Lactosehydrat = 8,50 ccm 
50 %/, s » 0,07034 g 10,30 cem 
100 °/, - » 0,07034 ¢ - 12,10 cem 


lt ll 


Permanganat (0,154 n.) ermittelten. Genauere Angaben itiber 
die Analyse des Gemisches aus Lactose und ihrer Komponenten 
enthilt eine nachfolgende Arbeit von R. Willstitter und 
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G. Oppenheimer. Mit den Spaltungsiquivalenten der Per- 
manganatzahlen war es méglich, die aus den gefundenen Per- 
manganatwerten abgeleitete Reaktionskurve fiir Prozente gespal* 
tener Lactose zu aichen. Diese Umwertung vereinfacht sich da- 
durch, daB die Reaktionskurve sich als genau logarithmisch erweist. 


Optimale Wasserstoffionenkonzentrationen. 


Die meisten Untersuchungen iiber Emulsin sind noch 
ohne Beriicksichtigung der Reaktion des Mediums ausgefihrt 
worden. Schon 1809 haben C.S. Hudson und H. 8. Paine?) 
fir die Salicinhydrolyse mit Emulsin schwachsaure Reaktion 
(5/1000 n-HCl) als optimal erkannt?), allerdings ohne An- 
wendung von Puffern. Unter Verwendung von Puffern im 
Sinpe von Sérensen untersuchte E. Vulquin’) die Wirkung 
von Emulsin auf Amygdalin und Salicin und fand optimale 
Wirkung auf Amygdalin bei py = 5,4—5,7, auf Salicin bei 4,4. 
Zu derselben Zeit aber gaben G. Bertrand und A. Compton‘; 
an, die Amygdalinspaltung verlaufe optimal in schwach alka- 
lischem Medium, und an diese Beobachtung kniipfen G. Ber- 
trand und A. Compton®) in einer vor kurzem erschienenen 
Arbeit an, in der sie beim Altern des Emulsins eine Ver- 
schiebung des Wirkungsoptimums vom schwach alkalischen 
in saures Gebiet finden. Das Emulsin dieser Autoren diirfte 
frisch reicher, das von Vulquin irmer an Amygdalase gewesen 
sein als unsere Priparate; beim Altern des Emulsins von 
Bertrand und Compton scheint vorwiegend Amygdalase zer- 
stért worden zu sein. 

Fiir die Spaltung von Prunasin, ferner von Lactose und 
Raffinose durch Emulsin enthalt die Literatur keine Angaben 
iiber die Abhingigkeit von der Reaktion des Mediums; hin- 
sichtlich der Lactosespaltung werden gewisse Ergebnisse von 





1) Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 31,” 8. 1242 (1909). 

2) Nach 8. J. M. Auld {Jl. Chem. Soe. Bd. 93, S. 1251 (1908)} sollte 
fiir die Amygdalinspaltung neutrales Medium am giinstigsten sein. 

8) Soe. Biol. Bd. 70, S. 270 und 763 (1911). 

4) OC. R. Bad. 153, S. 360 (1911). 

5) Bull. Soc. chim. France (4), Bd. 29, S. 229 (1921). 
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H. KE. Armstrong, E. F. Armstrong und KE. Horton?) durch 
diesen Mangel beeintrachtigt. Fiir die Spaltung der #-Gluco- 
side hat Emil Fischer?) in seiner letzten Arbeit iiber den 
»Hinflu8 der Struktur der #-Glucoside auf die Wirkung des 
Emulsins“ ,,die fiir das Emulsin als giinstig bekannte Kon- 
zentration von etwa 10—5“ beniitzt. 

Amygdalin. Phosphat- und Acetatpuffer wirken iiber- 
einstimmend. 

12,5 mg Mandelpulver ergaben mit 0,1 g Amygdalin in 
60 Minuten 

bei p,;, 6 mit Phosphatmischung 60,3°/, Spaltung, 


» Py 6 ,, Acetatmischung 60,7 °/, : 


Die Abhingigkeit der Amygdalinspaltung vom py er- 
mittelten wir mit 2 mg Emulsin vom Zeitwert 31 bei 1 stiin- 
diger Kinwirkung auf 0,1 g Amygdalin (Tabelle 1): Optimum 
zwischen 5 und 6,5, in saurer Lésung von py = 3 (wie 
n/1000-HCl) wirkungslos, in spurenweise alkalischer Lésung 
(Px = 9, Borat + Salzsiure) schwache Wirkung. 


Tabelle 1. 


Amygdalinspaltung bei verschiedenen Wasserstoftzahlen. 

















Permanganat 10° Bs ‘ 

PH 0,156 n. Spaltung rae log ete OD 
ecm a 

3 0 0 — wnat 
4 8,5 62 42,0 0,40 
5 11,5 87 88,6 0,85 
6 12,0 91 104,6 1,00 
7 10,1 75 60,2 0,58 
8 5,2 37 20,1 0,19 
9 1,5 10 4,6 0,04 


Fir das Gebiet von pq = 5—6,5 wurden zwischenliegende 
Acidititen in einer zweiten Versuchsreihe (Tabelle 2) unter 
Anwendung von 1 mg Emulsin gepriift und das Optimum ge- 
nauer bei py = 6 gefunden. 





1) A. a. O. 
2) Diese Zs. Bd. 107, S. 176 (1919). 
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Tabelle 2. 


Amygdalinspaltung zwischen p,, 5 und 6,5. 





Puffer Permanganat 7 
Pu 0,156 n. Spaltung 
Mischungszahlen 
eem le 
5 Natriumacetat 
4 Essigsiure . . . . 5,0 8,5 62,3 
0,4 sek. Phosphat 
9,6 prim. a ee oar 5.5 8,6 63,1 
1,2 sek. Phosphat 
8,8 prim. 9 an 6,0 9,8 72,5 
2,0 sek. Phosphat 
8,0 prim. ee Nay om 6,25 9,0 66,25 
3,0 sek. Phosphat 
7,0 prim. £ eee ek 6,5 8,8 65,0 











Die Figur 1 zeigt die Abhangigkeit der Emulsinwirkungen 
auf Amygdalin, Lactose und Raffinose von der Aciditat und 
zwar so, daB® gemiB der Annahme von L. Michaelis und 
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Fig. 1. p, Wirkungskurve des Emulsins. 


Spaltung a) von Amygdalin, b) von Laktose, c) von Raffinose. 


H. Davidsohn}), wonach ,,bei jeder der optimalen Wasser- 
stoffzahl nicht entsprechenden Aciditit nur ein Bruchteil des 
vorhandenen Ferments in wirksamer Form zugegen ist“, dieser 





') Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). 
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Bruchteil (@/®) in seiner Abhiangigkeit vom Wasserstoff- 
exponenten dargestellt wird. 


Prunasin. Fiir die Prunasewirkung des Emulsins liegt 
nach einigen orientierenden Versuchen das Optimum bei etwas 
groéBerer Aciditat, nimlich bei py = ungefiahr 4,4. 


60 mg Prunasin mit 1 mg Emulsin in 30 Minuten. 


Py = 6,0 Permanganat gef. 5,3 cem Spaltung 74°, 
Py = 4,9 om » 9,9 com ee 83 °/, 


Po = 41 - » o,2 Cem 80°", 


f-Methylglucosid. Fir dieses Substrat ist Emulsin 
eierseits bei py = 3 wirkungslos, andererseits bei neutraler 
Reaktion schon sehr schwach wirkend. Die optimale Zone liegt 
von py = 4,7—5,1. 

In einer Versuchsreihe (Tabelle 3) lieBen wir 10 mg 
Emulsin vom Zeitwert 54 fiir Amygdalin und 10800 in bezug 
auf §-Methylglucosid auf 80 mg Glucosid 13 Stunden bei 30° 
einwirken. Fiir Nr.1 diente Glykokoll+Salzsiure, fiir 2 und 3 
Citrat + Salzsiure, fiir 4 und 5 Phosphatmischung als Puffer. 


Tabelle 3. 


Hydrolyse von 6-Methylglucosid zwischen p,, 3 und 8. 





Permanganat 
Nr. Py 0,154 n. 
cem 

3,0 0 

2 4,0 6,6 
3 4,5 7,8 
4 7,0 0,3 
5 8,0 0 








Die zweite Versuchsreihe (‘T'abelle 4) erstreckte sich nur 
auf das Gebiet der giinstigsten Glucosidasewirkung; von dem- 
selben Emulsinpriparat wurden 40 mg 6 Stunden bei Gegen- 
wart von Acetatpuffer zur Einwirkung gebracht. 
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Tabelle 4. 
6-Glucosidasewirkung bei giinstigem p,,. 
Na-Acetat- Permanganat 
essigsiure Pr 0,154 n. Spaltung 
Mischzahlen eem o/, 
aon Se a Ea ae 
7 4,1 7,5 | 53,6 
"l/s 4,4 8,1 | 58,1 
2, 5,0 8,4 : 60,4 
‘. 5,3 8,0 57,3 
8) 5,6 7,5 58,6 











Lactose. Die Emulsinwirkung ist auch hier bei neu- 
traler Reaktion schwach, dagegen noch bedeutend bei py = 3 
darin erinnert die Lactase an die Mandelraffinase, die be’ 
dieser Aciditét noch beinahe optimal wirkt. Das Optimum 
der Lactosespaltung liegt scharf bei 4,2—4,6. Die in der 
Tabelle 5 mitgeteilte Versuchsreihe ist mit 100 mg Emulsin 
vom Zeitwert 93 fiir Amygdalin, 111000 fiir Lactose aus- 
gefiihrt; 70 mg Lactose, 30°, 16 Stunden. Die Puffer waren 
Acetatmischungen, nur bei py = 7 und 8 Phosphate. 








Tabelle 5. 
Abhiangigkeit der Lactosespaltung von der Wasserstoffzahl. 
Permanganat 
ee 10° a —Pp 
Py 0,154 n. Spaltang | ——log——— . 
ecm "hs 

3,2 9,6 30 9,7 0,62 
3,8 9,9 39 13,4 0,85 
4,4 10,1 44 15,7 1,00 
4,9 10,0 41 14,3 0,91 
6,0 9,6 30 9,7 0,62 
7,0 8,8 8,5 2,3 0,145 
8,0 8.6 2,5 0,7 0,045 














Rafiinose. Die Wirkungskurve des Mandelenzyms fiir 
Raffinosespaltung steigt von py = 3 zum Optimum an, das 
bei 4,1 liegt, und fallt gegen py = 4,7 hin steil ab. Die 
Kurve verliuft bei dieser Galactoraffinase anders als bei der 
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Fructoraffinase der Hefe*), der Abfall im stiirker sauren Ge- 


biet wie auch gegen den Neutralpunkt hin ist niimlich viel 
steiler. 


In der Versuchsreihe der Tabelle 6 wirkten 100 mg Emul- 
sin vom Zeitwert 93 fir Amygdalin, 142000 fiir Raffinose bei 
30° 40 Stunden auf 200 mg Raffinose. Die Puffer waren 
Acetatgemische, nur bei py =1,5 und 3 war Glykokoll + 
Salzsiure angewandt. Der Anstieg der Kurve im giinstigen 
Gebiet wurde durch erginzende Bestimmungen mit Acetat- 
puffer nachgepriift. 


Tabelle 6. 


Abhingigkeit der Emulsinraffinase von der Wasserstofizahl. 








Permanganat a 102 . 
Dy 0,154 n. Spaltung ee yer Oo 
eem ee 
1,5 0,3 2.0 0,28 0,01 
3,0 10,5 80,5 17,75 0,87 
4,1 11,0 84,6 20,30 1,00 
4,7 10,4 79,6 17,25 0,85 
5,3 9,0 68,5 12.55 0,62 
7,0 4,0 29,3 3,78 0,19 














Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge. 


Von den Wirkungen des Emulsins legen wir die Amyg- 
dalinspaltung im allgemeinen der Ermittlung der Enzymaus- 
beute in Lésungen und Praparaten und der Bestimmung des 
Reinheitsgrades, d.h. der Enzymkonzentration in den Priparaten 
zugrunde. Die quantitative Bestimmung der Zeitwerte setzt 
aber voraus, daB fiir einen gegebenen Umsatz das Produkt aus 
Enzymmenge und Reaktionszeit konstant ist. Bei der Spaltung 
des Amygdalins erwies es sich nun in allen Fallen in dem praktisch 
in Betracht kommenden Bereich und dariiber hinaus als zu- 





') R. Willstitter u. R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, 8.180 und 
zwar 8S. 186 (1921). 
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treffend+), daB sich die Zeiten gleichen Umsatzes umgekehrt wie 
die Enzymmengen verhalten. 

Auch die Hydrolyse des $-Methylglucosides, der Lactose 
und der Raffinose priiften wir in dieser Beziehung, zumeist im 
Bereich von 1:10, und fanden, wie die Tabelle 7 zeigt, die 
Proportionalitit von Reaktionsgeschwindigkeit und Enzym- 
menge erfiillt. 


Tabelle 7. 


Enzymkonzentration und Umsatz. 








alias Emulsin Zeit Permanganat — 
mg cem 
Amygdalin 0,5 60 Min. 5,62 40,10 
1. Versuch 1,0 ~ S 5,65 40,37 
Amygdalin 0,5 120 ,, 8,5 62,27 
2. Versuch 1,0 ws 8,3 60,70 
5,0 8,5 62,27 
8-Methylglucosid 10 15 Std. 6,05 42,65 
1. Versuch . 50 i” 6,15 43,35 
6-Methylglucosid 100 2 » 5,35 37,6 
2. Versuch 200 i « 5,30 37,5 
Lactose 20 80 ,, 10,2 47 
40 40 ,, 10,2 47 
100 - . 10,1 44 
200 _ 10,0 49 
Raffinose . 20 65, 4,3 32,0 
200 61s), 4,2 31,0 














Da diese Nebenwirkungen des Emulsins, die Spaltungen 
der zusammengesetzten Zucker, vergleichsweise sehr schwach 
sind, so wire es von Wert, in diesen Fallen die Priifung der 
Proportionalitaét auf einen viel gréBeren Bereich auszudehnen, 
was aber durch das Erfordernis sehr groBer Enzymmengen 
und sehr langer Versuchszeiten erschwert wird. Aus den Be- 





1) §. J. M. Auld [Jl. Chem. Soc. Bd. 93, S. 1251 (1908)] war zu 
dem Ergebnis gekommen, da lediglich bei geringer Emulsinkonzen- 
tration die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Amygdalin proportional 
der Enzymmenge sei. Vgl. auch H. E. Armstrong, E. F. Armstrong 
u. E. Horton, Proce. Roy. Soc., Ser. B, Bd. 80, S. 321 (1908). Diese 
Kinschriinkung fanden wir indessen nicht bestitigt. 
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obachtungen der Hydrolyse, die z.B. mit 100 bis 500 mg 
Knzympraparat ausgefiihrt sind, werden Zeitwerte abgeleitet, 
die sich gema8 der Definition auf die Wirkung von 1 mg be- 
ziehen. Es 1a8t sich nicht vermeiden, daB durch diese Um- 
rechnung, welche die strenge Proportionalitatsbeziehung voraus- 
setzt, die Zeitwerte fiir die schwachen Emulsinwirkungen un- 
genau werden. Obhnedies sind diese nur viel weniger genau 
zu bestimmen als die Hauptwirkungen des Emulsins, weil in 
den erforderlichen langen Bestimmungszeiten die Reduktions- 
wirkung in den Kontrollproben (z. B. bei der Analyse der 
Mandeln in den Suspensionen der Pflanzensubstanz) einen an- 
sehnlichen Bruchteil im Vergleich zur Bestimmungslésung 
ausmacht. 
Zur Kinetik der Emulsinwirkungen. 


Uber die Kinetik der Wirkungen von Emulsin auf £- 
Methylglucosid, Lactose’) und Raffinose finden sich keine Auf- 
schliisse in der Literatur. Unsere Beobachtungen iiber den 
zeitlichen Verlauf dieser Reaktionen, die in den Tabellen 8, 
9 und 10 verzeichnet sind, lassen erkennen, daB sich diese 
Hydrolysen dem Gesetz der monomolekularen Reaktion fiigen. 


Tabelle 8. 


Zeitlicher Verlauf der 6-Methylglucosidspaltung. 
(0,8 /,ige Glucosidlésung, 100 mg Emulsin, p,, = 4,4; 30°.) 








Zeit Permanganat Spaltung 104 Oa... 
Stunden 0,154 n.; cem %o t a— x 
2 1,2 1,1 370 
16 6,8 48,35 410 
19 8,0 51,45 450 
23 8,6 62,0 420 
26 9,0 65,4 410 
41 11,0 81,0 400 
48 11,4 84,2 380 














1) Die Versuche von H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und 
E. Horton behandelten noch ohne Einstellung giinstiger Aciditit den 
EinfluB des Verhiltnisses zwischen der Menge von Mandellactase und 
der Lactosemenge, ohne zu einem brauchbaren Ausdruck fiir die Reak- 
tionsgeschwindigkeit zu gelangen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVII. 13 
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Verlauf der Lactosespaltung. (0,7°/,ige Lésung, 500 mg Emulsin, 


Tabelle 9. 


Pp = 4,4; 30°.) 


Richard Willstitter und Wilhelm Csanyi, 








‘Feit 








Permanganat 

Stunden 0,154.n.; cem 
4 9,1 
7 9,4 
21 10,5 
24 10,7 
30 11,0 

46 11,55 


Verlauf der Raffinosespaltung. (2,3 °/,ige Lésung, 1 g Emulsin, 











Spaltung 


Tabelle 10. 


PH = 4,2; 30°.) 























Zeit Permanganat Spaltung 10 in —2 
Stunden 0,154 n.; eem lo t a-2Z 

1 0,5 3,5 351 

21/, 1,15 8.5 355 

6 2,5 18,0 330 

9 3,5 25,6 328 
221/, 1,3 55,2 350 
26 8,0 60,5 356 
301/, 8,7 66,0 352 


Demnach stimmen die Enzyme des Emulsins, welche die 
Lactose, Raffinose und das #-Methylglucosid spalten, in ihrer 
Kinetik mit der Saccharase und Raffinase aus Hefe iiberein, 
also diejenigen Mandelenzyme und diejenigen Hefeenzyme, deren 
Wirkungsoptimum in ausgesprochen saurem Gebiete liegt. 
Auch fiir die Spaltung des Salicins durch Emulsin gilt das 
Namliche; diese ebenfalls in saurem Medium am besten erfol- 
gende Hydrolyse zeigt nach C. S. Hudson und H.S. Paine’) 
den Verlauf einer monomolekularen Reaktion. 
Anders steht es um den zeitlichen Verlauf der Amyg- 
dalinspaltung, der in der Tabelle 11 und in der Reaktions- 











1) J). Am. Chem. Soc. Bd. 31, S. 1242 (1909). 
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kurve, Fig. 2, dargestellt wird, mittels deren wir aus den 
jeweils beobachteten Spaltungsgraden die der 50°/, igen Spal- 
tung entsprechenden Zeiten ermitteln. Hier fallt die Geschwin- 
digkeitskonstante im Verlaufe der Hydrolyse ab. Mit dieser 
Emulsinreaktion verhalt es sich indessen nicht ganz so wie 
mit den Hydrolysen der Maltose und des a-Methylglucosids 
durch Hefeenzyme, die einen vom monomolekularen Gesetz 
noch mehr abweichenden Verlauf nehmen. Aber eine gewisse 
Analogie besteht auch hier in der Kinetik der Enzyme, die bei 
ihnlicher Wasserstoffionenkonzentration optimal wirken, naim- 
lich bei spurenweise saurer und bei schwachsaurer Reaktion. 
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Fig. 2. Zeitlicher Verlauf der Amygdalin-Glukose-Spaltung (p, = 6; 30°). 
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Tabelle 11. 
Kinetik der Amygdalinhydrolyse. (1°,ige Lésung; 2,5 mg Emulsin. 
Py = 6; 30°) 

Zeit Permanganat Spaltung 10° ee. 
Minuten 0,156 n.; ecm %, : gene 
12 1,0 6,68 515 
24 1,57 10,95 483 
40 2,10 14,50 492 
60 3,15 22,08 414 
90 4,50 31,84 425 
120 5,50 39,24 415 
180 7,15 51,75 404 
1200 12,65 96,00 257 











Hinsichtlich der Abspaltung von Glucose aus Amygdalin 


ist zu beriicksichtigen, daB es sich nicht um eine einfache 
13* 
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Reaktion handelt, sondern um kombinierte Amygdalase- und 
Prunasewirkung und daB die fiir die gesamte Glucosebildung 
giinstigsten Bedingungen (py = 6) fiir jede der beiden enzy- 
matischen Teilreaktionen, besonders die der Prunase, nicht 
optimal sind. 

Auch frithere Autoren!) kamen hinsichtlich der Kinetik 
der Amygdalinhydrolyse zu Abweichungen vom monomoleku- 
laren Verlauf; diese alteren Untersuchungen kénnen aber fir 
den Zweck der Zeitwertbestimmung nicht herangezogen werden, 
da sie nicht bei giinstigster Aciditét und nicht in genau defi- 
niertem Medium vorgenommen sind. 


Darstellung des Emulsins. 

Emulsin wird bisher durch Ausziehen von Mandeln mit 
Wasser gewonnen und zwar ein unbekannter Bruchteil der 
vorhandenen Enzymmenge: unbekannt ist auch die Erhéhung 
der Enzymkonzentration von den Mandeln zum Priparat. 

Die altesten Vorschriften fiir die Darstellung von A. Woéhler 
und J. Liebig*) und von P. Robiquet*) werden, nur gering- 
fiigig modifiziert, noch allgemein beniitzt. Nach E. Bour- 
quelot*) und H. Hérissey ) werden siiBe Mandeln enthiutet, 
zerstoBen und mit der doppelten Menge von mit Chloroform 
halbgesattigtem Wasser 24 Stunden mazeriert. Nach dem 
Kolieren wird der Auszug durch Ansauren mit etwas Hssigsiiure 
vom Hiweib (,,Casein“) befreit und mit dem 4fachen Volumen 
Alkohol gefallt. Nach H. E. Armstrong, E. F. Armstrong 
und E. Horton®) verwendet man siiBe oder bittere Mandeln, 
die in Brei verwandelt, durch Pressen (freilich unvollkommen) 
entélt und 24—48 Stunden mit dem Doppelten oder Drei- 

+) Vel. S. J. M. Auld (a. a. O.), der die Spaltung des Amygdalins 
durch Blausiurebestimmung gemessen hat, und H. E. Armstrong, 
E. F. Armstrong und E. Horton (a. a. O.), die den Verlauf der Hydro- 
lyse sowohl durch Bestimmung der Glucose wie der Blausiure verfolgten. 

#) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 22, 8. 1 (1837). 

3) Jl. Pharm. et Chim. [2] Bd. 24, S, 326 (1838); vgl. Liebigs Ann. 
der Chem. Bd. 28, S. 289 (1838). 

*) Arch. d. Pharmazie Bd. 245, S. 172 (1907). 


5) Thése, Paris 1899. 
6) Proc. Roy. Soc. Ser. B. Bd. 80, S. 321 und zwar S. 324 (1908). 
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fachen an 'Toluolwasser ausgezogen werden, am besten bei 10 
bis 20°. Aus dem Filtrat wird wieder mit ein wenig Essig- 
siure Albuminoid beseitigt, ehe es mit nur dem gleichen 
Volumen Alkohol gefallt wird. Das Ausziehen des Emulsins 
nimmt man auch mit verdiinnter Essigsiure vor, um die durch 
sie koagulierbaren Proteine fernzuhalten; z. B. sollen nach 
D. H. Wester?) die zerkleimerten, aber nicht entélten Mandeln 
mit nurdem gleichen Gewicht 1 °/, iger Essigsiure maceriert werden. 

Um mit Wasser oder Essigsiiure einen einigermaBen be- 
trichtlichen Anteil des Emulsins zu gewinnen, ist aber viel 
mehr Lisungsmittel nétig. Mit der fiinffachen Menge 1 °/ iger 
Essigsiiure vermochten wir durch 24stiindiges Macerieren, z. B. 
29, mit dieser Menge Essigsiure-Natriumacetatgemisch von 
Pu = 6, z. B. 32°/, des Emulsins der Mandeln in Lésung zu 
bringen, wenn diese giinzlich entélt waren. 

Der Reinheitsgrad der Emulsinpraparate laBt sich steigern, 
wenn sie nach dem T'rocknen in Wasser aufgelést, wobei un- 
léshch gewordenes Protein mit einem nur geringen Gehalt an 
Emulsin zuriickbleibt, und nochmals mit Alkohol gefallt werden. 
Mit dieser Reinigung und bei Anwendung der gréBeren Lé- 
sungsmittelmengen erhielten wir z. B. aus 18,7 g entélten, 
bitteren Mandeln 0,3 g umgeschiedenes Emulsin vom Zeitwert 
31,4, entsprechend 22°/, Ausbeute. 

Die unbefriedigende Ausbeute wird dadurch verschuldet, 
dab das Emulsin von der Pflanzensubstanz an Wasser oder 
Kssigsiure zu schwierig abgegeben wird. Es scheint in ihr 
durch Adsorption festgelegt zu sein. Beim Behandeln mit 
sehr verdiinntem Ammoniak gelingt es aber, das Emulsin frei- 
zulegen und in guter Ausbeute zu isolieren. Zugleich wird dabei 
das Verhiltnis zwischen den Enzymen und den Begleitstoffen 
verbessert, der Reinheitsgrad der Praparate schon vor dem 
Umscheiden giinstiger. Die Alkalimenge, die von der Pflanzen- 
substanz bis zum Eintritt alkalischer Reaktion aufgenommen 
wird, ist so bedeutend, daB man die Mandeln zweckmaBig mit 
dem 2!/,fachen von n/10-Ammoniak behandelt. Die praktische 


1) Anleitung zur Darstellung phytochem. Ubungspriparate. Berlin 
1918, S. 120. 
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Ausbeute (ungerechnet die in den Mandelriickstinden hinter- 
bleibenden Anteile der Enzymlésung) in den ammoniakalischen 
Ausziigen laBt sich erst nach dem Ansiuern mit Essigsiure 
durch die Zeitwertmessung bestimmen. Sie betrug nach dem 
Ausfallen von KiweiB in einigen Versuchen 85, 90, 82 und 88 9/,. 

Die Mandeln werden zunichst in trockenes, dlfreies Pulver 
verwandelt. Um sie zu enthiuten, erwiirmt man sie eine Viertel- 
stunde in Wasser von 60 bis 70° Man trocknet sie ober- 
flachlich an der Luft, zerkleinert sie in der Mandelmiihle und 
entzieht ihnen in der hydraulischen Presse die Hauptmenge 
des Ols. Darauf werden sie mit dem Dreifachen an Ather in 
einer Flasche extrahiert, nach dem Absaugen in der Walzen- 
miihle gemahlen und nochmals mit der doppelten Menge Ather 
ausgezogen, abgesaugt und nachgewaschen. Das in einem 
warmen Luftstrom getrocknete Material wird in einer Sieb- 
miihle aufs feinste gemahlen. An Pulver, das fiir die Be- 
stimmungen im Vakuumexsiccator zu trocknen ist, erhilt man 
etwa ein Drittel vom Gewicht der Mandeln. Beim Aufbewahren 
nimmt es an enzymatischer Wirkung ab, z. B. in einem halben 
Jahre um 10°). 

Verschiedene Proben von 6lfreiem Pulver aus siiBen wie 
aus bitteren Mandeln ergaben ziemlich iibereinstimmende Zeit- 
werte fiir Amygdalinspaltung: 425, 480 und 500. 

100 g Mandelpulver verriihren wir in einer Flasche mit 
250 com n/10-Ammoniak und schiitteln nach Verdiinnen mit 
weiteren 100 ccm Wasser 5 Stunden lang mit der Maschine. 
Den ammoniakalischen Auszug trennt man am besten mittels 
der Zentrifuge von den Riickstinden, um diese sogleich in 
den Zentrifugenglisern wieder mit 100 com Wasser unter Zu- 
satz von 10 ccm n/10-Ammoniak anzurihren, von neuem zu 
zentrifugieren und ebenso einen dritten Auszug zu bereiten, aber- 
mals, falls die alkalische Reaktion verschwunden ist, unter Zusatz 
einiger com Ammoniak. Die vereinigten Ausziige, etwa '/, Liter, 
enthalten 60 °/, der Trockensubstanz der Mandeln. Einen groBen 
Teil der KiweiBstoffe, etwa 8°/, vom Pflanzenmaterial, fillen 
wir, wie iiblich, mit verdiinnter Essigsiure (300 com n/10 oder 
60 ccm n/2) aus; der Niederschlag enthilt 5—8°/, vom Emulsin. 
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Das Filtrat gibt schon mit wenig 95°/,igem Alkohol 
(30°/, seimes Volumens) eine Fiallung, die hauptsiichlich aus 
KiweiB und Gummi besteht, aber auch ca. 20°/, der Enzyme 
einschlieBt. Trennt man diese Fraktion ab, so wird das Roh- 
produkt des Emulsins reiner. Aber da fir das Priiparat 
doch eine Umfallung erforderlich ist, bewihrt es sich nicht, 
die etwas verlustbringende fraktionierte Fiallung vorzunehmen. 
Daher fallen wir die Lésung mit der 4fachen Menge Sprit 
und isolieren mittels der Zentrifuge den rein weiBen Nieder- 
schlag, der mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen wird. 

In der essigsauren Lésung, auch in 30°/, Alkohol ent- 
haltender, ist das Emulsin praktisch bestaindig. Gegen- 
wart von Alkohol hemmt die Amygdalinspaltung deutlich, 
10°/, Alkohol in der Reaktionsflissigkeit erniedrigt die Wir- 
kung um etwa ein Viertel. 

Das Rohprodukt betrug exsiccatortrocken 2,5—3,5 g, bei- 
spielsweise vom Zeitwert 25, 22, 18, 16, was Ausbeuten von 
etwa 60—75°/, der Theorie entspricht. 

Durch die Fallung und Trocknung ist ein Teil des noch 
beigemengten Proteins unléslich geworden. Daher laBt sich 
der Reinheitsgrad leicht durch Umscheiden verbessern. Das 
feine Pulver teigt man mit wenig Wasser in der Reibschale 
an und spilt es mit dem DreiBigfachen von Wasser in die 
Zentrifugengliiser iiber, in denen die Losung geklart wird. 
Darauf fallt man das Emulsin zum zweiten Male mit Alkohol, 
wenn es fiir die Ausflockung nétig ist unter Zusatz einer Spur 
Calciumchlorid. Diese Reinigung lieB sich fast ohne Verlust 
ausfiihren, die umgefallten Priparate wiesen Zeitwerte von 
10—18 auf. 

Wihrend ein Handelspriparat, fiir das wir z. B. den Zeit- 
wert 130 ermittelten, gut haltbar ist, fanden wir die guten 
Emulsinpraparate schlecht haltbar, namentlich die durch Um- 
scheiden gereinigten hochwertigen Praparate. Ein Rohprodukt 
vom Zeitwert 22 hielt sich iiber einen Monat unverindert, 
aber in 0,05°/,iger Lésung (toluolhaltig) verschlechterte es 
sich zum Zeitwert 42,5. Bei einem umgefillten Priparat ver- 
schlechterte sich der Zeitwert 18 in 31/, Monaten zu 25, in 
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weiteren 21/, Monaten zu 54; ein anderes Priiparat erlitt Kin- 
buBe an Wirksamkeit, entsprechend den Zeitwerten 10:18. 

Die Emulsinpraparate sind in Wasser klar ldslich, hell- 
braunlich bei groBer Konzentration. Die Lésung wird durch 
Salzsiure gefallt. Das Emulsin zeigt auch nach langem Er- 
warmen mit Wasser keine reduzierende Wirkung auf FWeh- 
lingsche Lésung, wihrend dies nach C. Neuberg und 
F. Marx!) bei Handelspriparaten gefunden wird. Dagegen 
tritt noch bei langdauerndem Erwirmen mit verdiinnter Siure 
etwas Reduktionswirkung auf. Man findet stets noch schwache 
Millon- und Biuretreaktion und Xanthoproteinreaktion. Kin 
Praparat vom Zeitwert 18 zeigte [a], = — 60°. 


Quotienten der Emulsinwirkungen in Mandeln und Praparaten. 


In einigen Beispielen von Zeitwertbestimmungen, nimlich 
fiir die Emulsinwirkungen auf Amygdalin, Prunasin, #-Methyl- 
glucosid, Lactose uad Raffinose, beginnen wir die enzymatische 
Analyse der als Ausgangsstofie fiir Kmulsin in Betracht kom- 
menden bitteren und siiBen Mandeln und Aprikosenkerne 
(Tabellen 12 und 14) und die enzymatische Beschreibung von 
Emulsinpriparaten (Tabellen 138 und 15). Diese Analyse mub 
ausgestaltet und in gréBerem MaBstab, nimlich mit zahlreicheren 
Proben fortgesetzt und auf eine gréBere Zahl von Substraten 
ausgedehnt werden. Sie ergibt zunichst das Verhiltnis der 
verschiedenen enzymatischen Wirkungen in Pflanzenstoffen und 


Praparaten. Damit ist zwar das Verhiltnis der Mengen der 


entsprechenden Enzyme nicht gegeben, aber da die Enzyme in 
so hohem MaBe spezifische Reagenzien fiir den Abbau von 
Polyosen und Glucosiden sind, so ist es wahrscheinlich, daB 
gleichen hydrolytischen Wirkungen auch 4hnliche oder ver- 
gleichbare Konzentrationen der Enzyme entsprechen. 

Die quantitative Untersuchung der Mandeln wird dariber 
AutschluB geben, welche Ausgangsstoffe fiir die einzelnen Kom- 
ponenten des unter dem Namen Emulsin bekannten Gemisches 
besonders geeignet sind. Nach dem vorliegenden noch spar- 
lichen Material erscheinen z. B. die Aprikosenkerne fiir die 


') Biochem. Zs. Bd. 3, 8. 535 und zwar S. 538 (1907). 
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Galactoraffinase als ein giinstigeres Material wie Mandeln 
(Zeitwert 300000 statt 600000). 

Kin Hauptzweck der Analyse war, zu priifen, ob fir 
jeden einzelnen Fall der Hydrolyse ein spezifisches Enzym 
hervorgebracht wird. Wenn einem Enzym die Fahigkeit zu- 
kommt, mehrere Substrate, wie Zucker oder Glucoside zu spalten, 
so werden sich gleiche Zeitwertquotienten dafiir ergeben bei 
verschiedenen Ernten oder Proben desselben pflanzlichen Aus- 
gangsmaterials oder bei verschiedenen pflanzlichen Ausgangs- 
stoffen oder beim Vergleich von frischem und gealtertem 
Pflanzenmaterial oder beim Vergleich des Pflanzenmaterials 
und der daraus gewonnenen Priaparate oder bei Priaparaten 
nach gewissen Fraktionierungen, Praparaten von verschiedenem 
Reinheitsgrad, Praparaten von ungleichem Alter. 

Fiir dieses Ziel der Untersuchung war es daher unerheb- 
lich, ob das Pflanzenmaterial und ob das Emulsinpriparat 
frisch oder gealtert zur Analyse diente. Die enzymatische 
Wirksamkeit nahm beim Aufbewahren der trockenen Mandel- 
pulver und der Emulsinpriparate ab, die untersuchten Emulsin- 
proben waren in bezug auf den Zeitwert der Amygdalinspaltung 
von 10, 18 und 41 auf 18, 54 und 93 zuriickgegangen. Aber 
da das Altern wie die Isolierung und Reinigung eine Gelegen- 
heit zur Verschiebung des Zeitwertverhiltnisses bietet, so sind 
die Produkte von verminderter Wirksamkeit nicht weniger ge- 
eignet fiir unsere SchluBfolgerungen wie frische. 

Fir die Ubereinstimmung irgendwelcher Zeitwertverhilt- 
nisse haben sich bisher keine Anhaltspunkte ergeben. 

Beim Vergleich von bitteren Mandeln und einem Handels- 
priparat von Emulsin erscheint die Ubereinstimmung des 
Quotienten von /-Methylglucosid- und Amygdalinspaltung, auch 
von Raffinose- zu Amygdalinspaltung bemerkenswert, aber das 
Verhaltnis zwischen Lactose- und Amygdalinspaltung ist hier 
weit abweichend. Gerade dieses Verhialtnis ist bei unseren 
Emulsinpriparaten ahnlich wie im Ausgangsmaterial, dagegen 
das Verhaltnis von @-Glucosid- zur Amygdalinspaltung schwan- 
kend, das Verhaltnis Raffinose- zu Amygdalinhydrolyse von dem 
entsprechenden Zeitwertquotienten der Mandeln weit abweichend. 
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Das Verhialtnis der Lactase zur Prunase ist verinderlich, 
namlich 577 bei Aprikosenkernen, 3740 in einem Handels- 
priparat von Emulsin, das Verhaltnis zwischen (-Methylgluco- 
sidase und Prunase ist gleichfalls verinderlich, 1110 in einem, 
277 in einem zweiten von unseren Emulsinpraparaten. Zwischen 
Lactase und Prunase, zwischen f-Glucosidase und Prunase 
besteht also kein Zusammenhang. Die von C. Neuberg?) im 
Emulsin entdeckte Raffinase hat zu den Amygdalin spaltenden 
Enzymen, iiberhaupt zu den anderen Enzymen des Emulsins 
keine Beziehung, denn der Quotient aus Raffinosespaltung und 
anderen Spaltungen differiert stark, das Verhaltnis zwischen 
Raffinose- und Amygdalinhydrolyse wurde bei bitteren Mandeln 
= 1220, bei siiBen = 342 gefunden. 

Auch aus den Zeitwertverhiltnissen zwischen Prunasin- 
und Amygdalinspaltung sind noch keine einfachen SchluBfolge- 
rungen zu ziehen. Das Substrat Prunasin entsteht durch 
Amygdalasewirkung; die Prunase hangt daher in der Erlangung 
ihres Substrates vom Umsatz der Amygdalase ab. Fiir die 
Wirkung der Prunase sind die giinstigsten Bedingungen der Ge- 
samtamygdalinspaltung nicht optimal. Der Quotient Prunasin- zu 
Amygdalinspaltung stimmt in drei von uns dargestellten Emulsin- 
praparaten (0,6, 0,7, 0,6) nahezu iiberein, aber der abweichende 
Quotient 0,93 bei einem kauflichen Emulsin zeigt, daB auch 
zwischen diesen Zeitwerten kein festes Verhaltnis besteht. Fir 
jedes Emulsin mit einem Quotienten, der von 0,6 bis 0,7 ab- 
weicht. sollte das optimale pg besonders bestimmt werden; da dies 
nicht geschehen ist, sind hier die Zeitwerte fiir Amygdalinspaltung 
und die daraus abgeleiteten Quotienten erheblich ungenau. 

Ks bleibt zu untersuchen, wieweit fiir die Spaltung der mit- 
einander niher verwandten Phenolglucoside wie Salicin, Helicin, 
Coniferin, Arbutin u.a. die Zeitwertverhaltnisse verschieden sind, 
und es wird sich daraus ergeben, wie weitgehend die Spezifitit 
der glucosidspaltenden Enzyme der Pflanzensamen ist. 

Bei allen bis jetzt untersuchten Emulsinreaktionen handelt 
es sich um Wirkungen von Enzymen, die voneinander unab- 
hangig und in verinderlichen Verhiltnissen gemengt auftreten. 





1) Biochem. Zs. Bd. 3, S. 519 (1907). 
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Bestimmungen zur Tabelle 12. 


Fiir die Analyse dienten die Pulver von Mandeln, die wie zur 
Emulsindarstellung vollkommen entélt und getrocknet waren. 

1. Amygdalinspaltung. Bittere Mandeln, iltere Probe. 10 mg 
wahrend 41 Min., Perm. 0,154n., 6,0 ccm, Spaltung 42,32°/,, entspr. 
Zeitwert 528. 

Bittere Mandeln, frische Probe. 10 mg in 30 Min., Perm. 4,45 cem, 
Spaltung 35,1°/,, entspr. Zeitwert 500. 

SiBe Mandeln, 1 Jahr alt. 10mg in 40 Min., Perm. 0,154 n., 3,0 cem, 
Spaltung 20,6 °/,, entspr. Zeitwert 1237 (gegen 500 in frischem Zustand). 

Aprikosenkerne. 10mg in 30Min., Perm. 0,157 n., 2,3 cem, Spal- 
tung 16 °/,. — 10mg in 65 Min., Perm. 4,5 ccm, Spaltung 32 °/o. — Zeit- 
werte 1200 und 1250. 

2. Prunasinspaltung. Aprikosenkerne. 10 mg in 60 Min, Perm. 
0,154 n., 3,0cem. — Spaltung 41,23 °/,, entspr. Zeitwert 766. 

3. 6-Methylglucosidspaltung. Bittere Mandeln, iltere Probe. 250 mg 
in 1880 Min., Perm. 0,154 n., 7,0 ccm, Spaltung 49,75 °/,, entspr. Zeitwert 
345000. 

Bittere Mandeln. Frische Probe. 250 mg in 1440Min., Perm. 7,3cem, 
Spaltung 52 °/,, entspr. Zeitwert 339000. 

SiiBe Mandeln, 1 Jahr alt. 250mg in 1020 Min., Perm. 5,7 cem, 
Spaltung 40,1 °/,, entspr. Zeitwert 332000. 

4. Lactosespaltung. Bittere Mandeln, frische Probe. 125 mg in 
1380 Min., Perm. 0,154 n., 9,0 cem, Spaltung 14°/,, entspr. Zeitwert 860000. 

Aprikosenkerne. 125mg in 1770 Min., Perm. 0,154 n., 9,5 cem, 
Spaltung 28 °/,, entspr. Zeitwert 442000. 

5. Raffinosespaltung. Bittere Mandeln, iltere Probe. 250 mg in 
1290 Min., Perm. 3,8 cem, Spaltung 27,9 °/5, entspr. Zeitwert 645000. 

Bittere Mandeln. Frische Probe. 250mg in 1440 Min., Perm. 0,154n., 
4,4cem, Spaltung 32,4 °/), entspr. Zeitwert 610000. 

SiiBe Mandeln. 1 Jahr alt. 250 mg in 1020 Minuten, Perm. 0,154 n., 
4,5 cem, Spaltung 33,1°/,, entspr. Zeitwert 423000. 

Aprikosenkerne. 125mg in 1770Min., Perm. 5,2cem, Spaltung 
38,5°/,, entspr. Zeitwert 308000. 


Bestimmungen zur Tabelle 13. 


1. Amygdalinspaltung. Priaparat Nr.1; 0,8 mg in 30 Min., Perm. 
0,154 n., 8,15 eem, Spaltung 58,5 °/,, entspr. Zeitwert 18. 

Prip. Nr. 2, 1,0 mg in 31 Min., Perm. 4,8eccm, Spaltung 33,6 °,, 
entspr. Zeitwert 54. 

Prip. Nr. 3. 1,0mg in 40Min., Perm. 3,8 ccm, Spaltung 26,3 °/, 
entspr. Zeitwert 93. 

Handelspriip. 4,0 mg in 30 Min., Perm. 0,154 n., 6,4 ecm, Spaltung 
45,3 °/), entspr. Zeitwert 140. 
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2. Prunasinspaltung. Prip. Nr. 1. 1,0 mg in 24 Min., Perm. 0,154 n., 
5,5eem, Spaltung 77,4 °/,, entspr. Zeitwert 11. 

Prip. Nr. 2. 2,0mg in 21 Min., Perm. 3,8 cem, Spaltung 52,6 °/,, 
entspr. Zeitwert 39. 

Priip. Nr. 3. 2,0 mg in 38 Min., Perm. 4,4 cem, Spaltung 61,2 °/,, 
entspr. Zeitwert 56. 

Handelspriip. 4,0mg in 30Min., Perm. 3,4cem, Spaltung 47 °/), 
entspr. Zeitwert 130. 

3. 6-Methylglucosidspaltung. Priaip. Nr.1. 4,0mg in 2340 Min., 
Perm. 5,7cem. Spaltung 40,1 °/,, entspr. Zeitwert 12200. 

Prip. Nr. 2. 40mg in 360Min., Perm. 8,4ecm, Spaltung 60,4 °/9, 
entspr. Zeitwert 10800. 

Praip. Nr. 3. 20mg in 300 Min., Perm. 2,25 cem, Spaltung 15,7 °/,, 
entspr. Zeitwert 22600. 

Handelsprip. 200 mg in 900 Min., Perm. 10,2 cem, Spaltung 74,6 °’,, 
entspr. Zeitwert 90000. 

4. Lactosespaltung. Prip. Nr. 1; 36 mg in 1500 Min., Perm. 0,154 n. 
11,28 com, Spaltung 77°/,, entspr. Zeitwert 26400. 

Prip. Nr. 2. 100mg in 1440 Min., Perm. 11,2 cem, Spaltung 75 °/5, 
entspr. Zeitwert 75000. 

Priip. Nr. 3. 100 mg in 960 Min., Perm. 10,1 ccm, Spaltung 44 °/,, 
entspr. Zeitwert 111000. 

Handelsprip. 300 mg in 360 Min., Perm. 9,1 cem, Spaltung 15 °/), 
entspr. Zeitwert 486000. 

5. Raffinosespaltung. Prip. Nr. 1. 20 mg in 2700 Min., Perm. 3,1 cem, 
Spaltung 22,6 °/5, entspr. Zeitwert 140000. 

Prip. Nr. 3; 200 mg in 390 Min., Perm. 0,154 n., 4,2 ccm, Spaltung 
30,9 °/), entspr. Zeitwert 142000. 

Handelspriip. 200mg in 1380 Min., Perm. 8,9 ccm, Spaltung 68 °),, 
entspr. Zeitwert 170000. 


Tabelle 12. 


Enzymatische Analyse verschiedener Mandeln. 























Bittere Mandeln 
, " Altere | SiBe ail 
Nr. Zeitwert fiir Dinter I Frische | Mandeln kosen- 
(Mon) | Probe) si 
1 |Amygdalinspaltung . . 528 ~—s—«500 1240 1200, 1250 
2 |Prunasinspaltung . . . a _ -~- 770 
3 | #-Methylglucosidspaltung | 345000 | 389000 | 332000 - 
4 |Lactosespaltung. .. . — | .,860000 — 442000 
5 |Raffinosespaltung . . .]| 645000 610000 | 423000 | 308000 











Verschiedene Wirkungen von Emulsinpriparaten. 


Zur Kenntnis des Emulsins. 


Tabelle 13. 





bo 


er 





Zeitwert fiir 


Amygdalin- 
spaltung 

Prunasin- 
spaltung . 


6-Methylgluco- 
sidspaltung . 


Lactose- 
spaltung . 

Raffinose- 
spaltung . 








Priip. Nr. 1. 
Zeitw. f. 
Amygdalin 
frisch 10; 
6 Mon. alt 


18 
11 
12 200 


26400 





140000 


Prip. Nr. 2. 
Zeitw. f. 
Amygdalin 
frisch 18; 
5 Mon. alt 


54 
39 
10800 


75000 


Tabelle 14. 


Zeitwertquotienten verschiedener Mandeln. 














‘nt 
| 


-1 





Quotient 


6-Glucosidspaltung : 
Amydalinspaltuag 





Lactosespaltung: — 


Amygdalinspaltung 
Raffinosespaltung: 
Amygdalinspaltung 


Prunasinspaltung: — 


Amygdalinspaltung 


Lactosespaltung: — 


6-Glucosidspaltung 


Raffinosespaltung: — 


Lactosespaltung 


Lactosespaltung: — 


Prunasinspaltung 





Bittere Mandeln 


Altere | Frische 
Probe | Probe 


680 





199 
Priip. Nr. 3. 
Zeitw. f. | Handels- 
Amygdalin i 
frisch 41: praparat 
7 Mon. alt 
93 140 
56 130 
22 600 90000 
111000 486 000 
142000 170000 
SiiBe Aprikosen- 
Mandeln kerne 
268 a 
— 360 
342 250 
_ 0,62 | 
i 0,7 
— 577 





j 
; 
' 
' 
' 
2 





